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Uber die Bedeutung von Ionen fir die Muskelfunktion. 


8. Mitteilung. 
Uber die Wirkung verschiedener Alkalisalze auf den 
fermentativen Abbau von Glykogen im Froschmuskelbrei. 


Von 


Julius Weber. 
Mit 12 Figuren im Text und 7 Tabellen. 


(Aus dem Institut fir vegetative Physiologie der Universitat Frankfurt.) 
(Der Redaktion zugegangen am 20. Februar 1925.) 





Einleitung. 

Der Einflu8 verschiedener Ionen auf den Ablauf fermen- 
tativer Prozesse ist in neuester Zeit Gegenstand zahlreicher 
Untersuchungen gewesen, und insbesondere fiir den Muskel 
haben Embden und seine Mitarbeiter am Beispiel des Lact- 
acidogenwechsels zeigen kénnen, daB die reversible Ferment- 
reaktion des Lactacidogenaufbaus und -abbaus durch Ionen 
in ihrer Gleichgewichtslage geradezu beherrscht wird. Es lieB 
sich nimlich nachweisen'), daB einige Jonen eine betriichtliche 
Spaltung von Lactacidogen hervorriefen, andere den fermen- 
tativen ProzeB so gut wie gar nicht beeinfluBten, wahrend 
wieder andere den Verlauf der Fermentreaktion in gerade um- 
gekehrtem Sinne leiteten und eine Synthese von Lactacidogen 
verursachten. Auch zeigte sich, daB die Kationen und mehr 
noch die Anionen eine recht betriichtliche Wirkung entfalten 
kénnen. Wurden nun diese Anionen nach ihrer Wirkungs- 


1) Embden u. Lehnartz, Diese Zs. Bd. 134, §. 243 (1924). — 
Embden, Naturwissenschaften Heft 51, S. 985 (1923). 
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weise auf den Lactacidogenwechsel geordnet, so ergab sich in 
groBen Ziigen eine Ubereinstimmung mit der Hofmeister- 
schen (lyotropen) Reihe in dem Sinne, daB die an deren einem 
Ende stehenden Glieder Rhodanid und Jodid starke Lact- 
acidogenspaltung verursachten, die spaltungsférdernde Wir- 
kung entsprechend der Reihe bis zur Wirkungslosigkeit in der 
Gegend des Sulfats und Tartrats abnahm, wahrend Citrat 
bereits eine gewisse Synthesebegiinstigung zeigte. Diese war 
beim Lactat schon deutlicher und in hohem Grade beim Oxalat 
nachweisbar.’) Das Fluorid beanspruchte mit einer noch 
stirkeren Begiinstigung des stsceact omeaaa baus seinen Platz 
am anderen Ende der Reihe. 

Diese GesetzmiBigkeit verdiente auch darum besonderes 
Interesse, weil sie einer Reihe entsprechend verlief, die schon 
vor langeren Jahren Schwarz bei der Untersuchung des 
Restitutionsvermigens verschiedener Anionen nach Rohrzucker- 
lahmung des Froschmuskels aufgefunden hatte*}, um so mehr, 
als das Studium der Rohrzuckerlihmung und ihrer Beeinflub- 
barkeit durch verschiedene Jonen neuerdings zur Entwicklung 
ganz bestimmter Vorstellungen itiber physiko-chemische und 
chemische Vorginge bei der Muskelfunktion gefiihrt hat,*) Es 
war daher von Wichtigkeit, einen anderen fiir den Muskel- 
stoffwechsel und die Muskelfunktion bedeutungsvollen Vorgang, 
den der fermentativen Glykogenspaltung, unter der Kinwirkung 
der gleichen Anionen naher zu priifen, und das Ziel der 
folgenden Untersuchung ist die experimentelle Beantwortung 
der Frage: Wird der fermentative Abbau des Glykogens im 
Froschmuskel durch Ionen beeinflu8t und in welcher Weise 
auBert sich dabei die Wirksamkeit der verschiedenen Anionen? 

Die BeeinfluBbarkeit diastatischer Prozesse durch ver- 
schiedene Ionen ist schon dfters untersucht worden. So 
liegen teils neuere, teils altere Arbeiten vor tiber Ioneneinfliisse 








1) Deuticke, Diese Zs. Bd. 141, S. 196 (1924). 

*) Schwarz, Pfliigers Arch. Bd. 117, S. 161 (1907). 

’) Embden u. Adler, Diese Zs. Bd. 118, 8.1 (1922). — Vogel, 
Diese Zs. Bd. 118, S. 50 (1922). — Simon, Diese Zs. Bd. 118, 8, 96 
(1922). — Behrendt, Diese Zs. Bd. 118, S. 123 (1922). | 
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auf Speichelamylase, auf Pankreasamylase und auf Leber- 
amylase.') Ferner wissen wir durch weitere Untersuchungen 
iiber das Wirkungsoptimum verschiedener Amylasen?), dab 
die Wasserstoffionenkonzentration gerade auf die Wirkung der 
tierischen Amylasen einen ganz auBSerordentlich bedeutungs- 
vollen Hinflu8 ausiibt, und daB die teilweise voneinander ab- 
weichenden Befunde verschiedener Autoren durch die in dieser 
Hinsicht verschiedenen Versuchsbedingungen vdllig erklarbar 
sind. Auf eine vollstandige Aufzihlung und Besprechung jener Ar- 
beiten kann aber verzichtet werden, da sie fast ausnahmslos die 
Ionenwirkung auf Amylasen unter Bedingungen behandeln, die 
von den im vorliegenden Falle gewahlten erheblich abweichen. 

Die bisherigen Untersucher sind im allgemeinen in der 
Weise vorgegangen, daB sie aus den in Frage kommenden 
Organen die diastatischen Fermente extrahierten und sie unter 
Zusatz der zu untersuchenden Ionen auf Starkelésungen ein- 
wirken lieBen. Dieses Vorgehen hat den Vorteil, daB es ein 
Arbeiten mit ziemlich homogenen Gemischen gestattet, in denen 
natiirlich relativ einheitliche Verhiltnisse vorliegen, insbesondere 
auch die H-Ionenkonzentration leicht konstant und in allen 
Teilen der untersuchten Fliissigkeit gleichmaBig zu halten ist. 
Dafiir mu8 man aber auf eine Anniherung an physiologische 
Verhaltnisse verzichten. 

Bei dem unten beschriebenen Verfahren wird die Ver- 
inderung der im Muskel vorhandenen Glykogenbestinde durch 
die vom Muskel selbst in tunlichst lebensfrischem Zustand 
gelieferten amylatischen Fermente unter dem LEinflu8 der 





) Nasse, Pfligers Arch. Bd. 11, 8.138 (1875). — Wohlgemuth, 
Biochem. Zs. Bd. 9, S. 10 (1908). — Starkenstein, Biochem. Zs. Bd. 24, 
S. 210 (1910). — Kendal u. Sherman, Jl. Am. Chem. Soc. Bd. 32, 
S. 1037 (1910). — Sherman, Thomas u. Baldwin, Jl. Am. Chem. Soc. 
Bd. 41, S. 435 (1910). — Ernstrém, Diese Zs. Bd. 119, 8. 190 (1921). 
— Béhme, Fermentforschung Bd. 6, 8. 200 (1922). — Holmbergh, 
Diese Zs. Bd. 134, S, 68 (1924). 

*) Michaelis u. Pechstein, Biochem. Zs. Bd. 59, S. 77 (1913). 
— Hahn u. Michaelik, Zs. Biol. Bd. 78, 8. 10 (1921). — Liters u. 
Lorinser, Biochem. Zs. Bd. 188, 8. 487 (1922). — Willstiatter, 
Waldschmidt-Leitz u. Hesse, Diese Zs. Bd. 126, S, 148 (1923). 
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Ionenwirkung bestimmt. In dem zur Untersuchung verwandten 
Froschmuskelbrei liegen Verhiltnisse vor, die den physiologischen 
midglichst angeglichen sind, dafir arbeitet man in einem Ge- 
menge, das sehr inhomogen ist. Selbst bei kriftiger Pufferung 
fehlt uns der MaBstab dafiir, wie schnell und wie weit die 
zugesetzten Jonen in das Innere der Gewebe eindringen, vor 
allem besteht keine véllige Gewihr dafiir, daB in gleich be- 
handelten Gemischen tiberall und zu allen Zeiten ganz gleiche 
Bedingungen vorliegen. Insbesondere darf man sich dartiber 
keiner Tauschung hingeben, daB die natiirlich immer angestrebte 
Konstanz der H-[onenkonzentration doch geringen, unkontrollier- 
baren Schwankungen unterworfen sein kann. 

MiBerfolge in einzelnen Versuchen und vereinzelte Un- 
genauigkeiten waren daher um so eher von vornherein zu 
erwarten, als in der vorliegenden Untersuchung das Glykogen 
direkt bestimmt wurde, was die Mehrzahl der anderen Unter- 
sucher durch Verwendung von Starkelésungen umgangen hat. 
Das im folgenden beschriebene Verfahren ist ganz entsprechend 
dem bei der Untersuchung des Lactacidogenwechsels an- 
gewendeten und teilweise auch in Riicksicht hierauf gewahlt. 
Hat man doch dann Verhiltnisse, die einen Vergleich der 
Glykogenwerte mit den in Parallelbestimmungen ermittelten 
Lactacidogenwerten gestatten und damit die Méglichkeit, gewisse 
Aufschlisse tiber die Kohlehydratstoffwechselbilanz des Muskels 
zu erhalten, die noch Gegenstand weiterer Untersuchungen 
bilden. Andererseits ist bei diesem Vorgehen eine nicht un- 
erhebliche Erschwerung in dem Umstand gelegen, dab uns 
keine Glykogenbestimmungsmethode zur Verfiigung steht, die 
sich an Zuverlissigkeit und Genauigkeit wie an Einfachheit mit 
der bei der Lactacidogenbestimmunug verwendeten Phosphorsiure- 
bestimmungsmethode) auch nur annihernd vergleichen lieBe. 


Methode der Glykogenbestimmung. 


Zur Glykogenbestimmung steht uns die Methode von 
Pfliger*) zur Verfiigung, nach deren Prinzip Ivar Bang 





1) Embden, Diese Zs. Bd. 113, 8. 188 (1921). 
*) Pfliger, Handb. d. biochem. Arbeitsmethoden Bd. II, S. 1070(1910). 














Uber die Bedeutung von Ionen fiir die Muskelfanktion. 105 


eine Mikroglykogenmethode ausgearbeitet hat+), die mit einigen 
Abinderungen von verschiedenen Seiten beschrieben worden 
ist.2) An der Bangschen Mikromethode wurden noch einige 
Modifikationen vorgenommen, fir die meistens der Gesichts- 
punkt des zulissig kleinsten Materialverbrauches maBSgebend 
war. Im einzelnen gestaltete sich das Vorgehen folgender- 
maBen: 


In die mit der Salzlésung beschickten, besonders fiir diesen Zweck 
hergestellten Glykogenbestimmungsglischen von ungefahr 20 ecm Fassungs- 
vermégen, die mit eingeschliffenem Glasstopfen versehen sind und sowohl 
als Wigeglischen wie auch als Zentrifugenglischen benutzt werden 
kénnen, wird ungefaihr 1 g des in der tiblichen Weise auf einer Glas- 
platte unter Eiskiihlung mit méglichster Beschleunigung hergestellten 
Froschmuskelbreis versenkt. Nachdem gewogen und die fiir die Wirkungs- 
dauer der Ionen angesetzte Zeit (Expositionszeit) verstrichen ist, wird 
festes Kaliumhydroxyd in solcher Menge zugesetzt, da8 die entstandene 
Lésung etwa 60°/, KOH enthalt. Gleichzeitig werden die Glischen 
in ein Dampfbad bei lebhaft strémendem Wasserdampf verbracht, 
wobei sich die Muskulatur stets nach 3—5 Min. zu einer klaren, rot- 
braunen Filiissigkeit lést, aus der sich zwar nach einigem Stehen 
immer wieder eine flockige Triibung absetzt. Diese Triibung durch 
langeres Kochen zum Verschwinden zu bringen ist unméglich und 
auch tiberfliissig. Im Dampfbad verbleiben die Glaschen lingstens 
2 Stunden, wihrend welcher Zeit sie mehrfach kraftig durchgeschiittelt 
werden. Nach dem Abkiihlen wird mit 2 cem Wasser verdiinnt und 
mit 8 cem 80°/,igem Alkohol gefallt. Am nichsten Tage wird 
mit Hilfe einer 3000 Umdrehungen liefernden Zentrifuge scharf ab- 
zentrifugiert, wobei sich der Zusatz einiger Tropfen Amylalkohol zur 
besseren Trennung sehr férderlich erweist, abpipettiert und in 2 ecm 
15°/,iger KOH unter Zuhilfenahme eines Glasstabes gelést, danach 
erneut mit 4 ccm Alkohol gefallt. Nachdem man die Bestimmungen 
wiederum iiber Nacht im Eisschrank gehalten hat, wird in derselben 
Weise nochmals verfahren, und die Waschprozedur je nach Firbung 
der iiberstehenden Fliissigkeit 1—2 mal wiederholt. SchlieBlich wird in 
5cem warmen Wassers gelést und 5ccm 5°/,ige Salzsiure zugesetzt, 
wodurch der HCl-Gehalt der entstandenen Lisung fast genau 2,2 °/,ig 
wird.*) Am folgenden Tage werden die Glischen fir mindestens 
3 Stunden in ein Dampfbad verbracht und ihr Inhalt nach Beendigung 
der Hydrolyse quantitativ in 100 cem fassende MeBkolben iberfiltriert. 





') Ivar Bang, Hamarsten- Festschrift. Upsala 1916. 
*) Kahn, Pfliigers Arch. Bd. 196, S. 400 (1922). 
*) Grebe, Pfliigers Arch. Bd. 121, S. 604 (1908). 
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Nach sorgfiltiger Neutralisation gegen Phenolphthalein und Auffillen 
bis zur Marke werden 8—5eccm der Zuckerbestimmung nach Bang 
unterworfen. 


Bei manchen Bestimmungen wurde versucht, die Alkali- und Jodat- 
mengen den gréBeren Zuckermengen anzupassen, auch wurden Kontroll- 
bestimmungen des Zuckers nach der Maquenneschen Methode') vor- 
genommen, die mit der Bangschen iibereinstimmende Resultate lieferten. 
Es erwies sich dabei, da8 der vermehrte Verbrauch an Lisung, ins- 
besondere der teuren Jodkalilésung, der bei Verwendung anderer Methoden 
unerliblich ist, keine bemerkbare Verfeinerung der an sich schon aus- 
reichend exakten Mikrozuckerbestimmungsmethode bedeutete. Es wurde 
daher in der Hauptzahl der Versuche die hydrolysierte Lésung verdiinnt 
und ziemlich genau nach dem von Bang angegebenen Verfahren vor- 
gegangen, und man erhielt in der GréBenordnung der Bangschen 
Methode liegende Werte, wenn man die aus etwa 1 g Muskulatur ge- 
wonnene hydrolysierte Lésung — wie oben beschrieben — auf 100 ccm 
verdiinnte und davon 8—5 cem der Zuckerbestimmung unterwarf. 


Die Vorteile der Bangschen Glykogenbestimmungsmethode liegen 
darin, daB der gréBte Teil der Bestimmung (von der Wiigung bis zur 
Vollendung der Hydrolyse) in demselben Zentrifugenglischen durch- 
gefiibrt wird und daher die erforderliche Apparatur denkbar einfach ist. 
Bei der Verwendung eingeschliffener Glasstépsel und Benutzung des 
Dampfbades ist auch keinerlei Riickflu8kiihlung erforderlich, was bei der 
Durchfiihrung von Massenbestimmungen, wie sie die vorliegende Unter- 
suchung nétig machte, besonders angenehm ist. Die Brauchbarkeit und 
Zuverlissigkeit der Methode wurde einer eingehenden Priifung unter- 
zogen, und im allgemeinen waren die Resultate befriedigend. Allerdings 
ereignete es sich auch bei sorgfiltigstem Arbeiten gar nicht so selten, 
daB die Fiallung durch den Alkohol offenbar keine vollstindige war 
bzw. die bekannte milchige Triibung auftrat, Daher wurden alle Be- 
stimmungen verworfen, bei denen die abzupipettierende Lésung die 
leisesten Triibungen zeigte. Stets wurde die Sicherheit der Methode durch 
Doppelbestimmungen tiberwacht, deren Resultate unten angegeben sind. 
SchlieBlich sei noch erwihnt, daB die Ergebnisse auch bei Verwendung 
von Alkohol befriedigend waren, der aus den abzentrifugierten Flissig- 
keiten zuriickgewonnen war. Der so verwendete Alkohol war dann in 
der Regel etwa 80°/,ig. 

Ein unverkennbarer Nachteil der Methode liegt darin, da8 ihre 
Durchfihrung sehr viel Zeit in Anspruch nimmt. Versuche, sie durch 
Sparen von Waschungen oder Nichteinhalten der oben angegebenen 
Fristen abzukiirzen, wurden wieder aufgegeben. 





1) Griesbach u. Strassner, Diese Zs. Bd. 88, S. 207 (1918). 
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Versuchsanordnung. 


Die Versuche wurden in der Weise durchgefiihrt, daB 
jeweils etwa 1g lebensfrischer Froschmuskelbrei in 1 ccm 
Salzlésung versenkt wurde. In vielen Versuchen wurde auch 
mit etwa 1,5 g und 2 g Muskulatur in 1,5 und 2 ccm Salz- 
lésung gearbeitet. Die Lésungen waren jedesmal frisch her- 
gestellt und enthielten die Salze in den angefihrten Kon- 
zentrationen, die mit Bicarbonat gepufferten dazu noch 2°/, 
NaHCQ,. Die starke Pufferung war aus den oben angefiibrten 
Griinden gewahlt.') Bisweilen wurden auch Versuche in un- 
gepufferten Lésungen vorgenommen. In wieder anderen Fallen 
wurden Phosphatgemische als Puffer verwendet. Die Lisungen 
waren dann so hergestellt, da8 die untersuchten Salze in den 
angegebenen Konzentrationen in einer Liésung enthalten waren, 
die in bezug auf das Phosphat konstant */, molar war, wahrend 
die Anderung des p,, durch Variieren der relativen Mengen 
von primirem und sekundaérem Phosphat erreicht wurde. Uber 
die Wirkung des Phosphatzusatzes siehe weiter unten. 

Die H-Ionenkonzentration der verwendeten Salzlésungen 
wurde nach der Indikatorenmethode bestimmt und fiir die in 
den meisten Fallen verwendeten mit Bicarbonat gepufferten 
Lésungen mit p,, = 8,2 gefunden. Fir die mit Phosphat ge- 
pufferten Versuche sind die p,,-Werte in jedem Falle besonders 
angegeben. Sie lagen zwischen 4,6 und 8,5. Uber den optimalen 
P,, fiir das glykogenspaltende Muskelferment liegen bisher keine 
Angaben vor, und eigene Versuche dariiber wurden noch nicht 
planmaBig durchgefiihrt. 

Aus den unten besprochenen Resultaten ist zu ersehen, 
da8 bei Winterfréschen und bei Pufferung mit Bicarbonat nach 
Ablauf einiger Stunden etwa die Hialfte, in ungepufferter 
Lésung etwa 1/, des anfanglich vorhandenen Glykogens ab- 
gebaut wurde. Bei Sommerfréschen verschwinden in Bicarbonat- 
lésung sogar °/,, des Anfangswertes. Wenn die Bedingungen 
also vielleicht nicht immer die allergiinstigsten fiir die Glykogen- 





1) Siehe S. 104. 
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spaltung waren, so war der Abbau doch immerhin ganz 
betrachtlich. 

Die unter Salzzusatz gewonnenen Ergebnisse wurden mit 
den Resultaten von Versuchen verglichen, die an demselben 
Muskelbrei in Pufferlésung oder Wasser ohne Salzzusatz aus- 
gefihrt wurden, und die gefundenen Unterschiede auf die 
Wirkung der zugesetzten Salze bezogen. 

Bei den unten beschriebenen Versuchen ist die wohl nicht 
ganz streng richtige Annahme gemacht, daB der p,, der stark 
gepufferten Salzlésung durch den Zusatz des Muskelbreis nicht 
merkbar verindert wird und in allen Teilen des Gemisches 
stindig gleich bleibt. Wesentlich giinstiger liegen in dieser 
Hinsicht die Verhaltnisse im PreBsaft. Daher wurden auch 
Bestimmungen gleicher Art im MuskelpreBsaft vom Kaninchen 
ausgefiihrt und es sei dazu bemerkt, daB sie im wesentlichen 
ganz dasselbe Bild boten wie die Versuche im Muskelbrei. 
Da nur ein PreBsaftversuch von allerdings iiber 60 Einzel- 
bestimmungen gemacht wurde, sei auf die Wiedergabe der 
Hinzelergebnisse hier verzichtet. Doch diirfte man nach ihrem 
Ausfall berechtigt sein, auch fiir die Muskelbreiversuche die 
Annahme der annahernden p,,-Konstanz und der Homogenitit 
des Gemenges mit gewissen Kinschrankungen aufrecht zu halten. 
Beziiglich der Einfliisse, die die Ionen der als Puffer verwendeten 
Bicarbonat- und Phosphatlésungen schon ohne weiteren Salz- 
zusatz auf den Glykogenwechsel des Muskels ausiiben, sei auf 
S. 120 und die FuBnote auf 8.119 verwiesen. Man darf wohl an- 
nehmen, da8 die Verwendung eines starken Puffersystems einen 
gewaltigen Kingriff in die im Muskel normalerweise vorhandenen 
Verhiltnisse bedeutet und daher durch sie manche feinere 
Einzelheit in der Wirkung der zugesetzten Ionen verdeckt wird. 

Untersucht wurde die Wirkung zahlreicher anorganischer 
und organischer Anionen, die in Form ihrer Na-Salze, in 
einigen Fallen auch als K-Salze zugesetzt wurden. Die Zeit, 
wihrend welcher die Ionen einwirken konnten (Expositions- 
zeit), wurde zwischen 2 und 4 Stunden variiert, die Temperatur 
zwischen 14° und 19°. Alle Muskelbreiuntersuchungen wurden 
an Rana temporaria durchgefiihrt und zwar in den Monaten 
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Dezember 1923 bis Dezember 1924. Es spiegeln sich daher in | : 
den Resultaten die Schwankungen, die unter dem HinfluB der | 
Jahreszeiten im Glykogengehalt des Froschmuskels regelmabig 
beobachtet werden.') Entsprechende Verainderungen zeigt auch 
die Wirksamkeit der Muskelamylase. Hier zeigen sich inter- 
essante Analogien zum Verhalten der Leberamylase, doch sei 
hierauf und auf die angrenzenden Fragen, wie sie vor allem 
in den ausgedehnten Untersuchungen Lessers behandelt sind, 
nicht naher eingegangen, da in den Versuchen der vorliegenden 
Arbeit wohl ganz andere Verhiltnisse obwalten. Erwahnt sei 
* nur im Hinblick auf die unten gemachten Vergleiche mit den 
™ Befunden, die frihere Untersucher an amylatischen Fermenten 
anderer Organe erhoben haben, dab der Glykogengehalt aller 
 Organe und auch der der Muskulatur sehr groBen Schwankungen 
unterworfen ist, daB aber die Glykogenbestinde des Muskels 
im Vergleich zu denen anderer Organe viel weniger mobil sind. 


4 
ce 
4 
: . 
ae 


Versuchsergebnisse: 


Tabelle 1. 
Versuchsperiode Nov. 1923 bis Febr. 1924. Simtlich Winterfrésche. 
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2 8 4 5 6 | 
Ht 

Expo- 4 

: Temp. i 

Tesiaes ‘ Konzentrationen i oe eae : : 
Art ’ "| ™ | seit a 
m/1 | m/5 | m/10 | m/100] m1000 m/10000 Grad Stdn. ie 

CSNK | 0,706 Hit 
0,698 | 1,24 | — | 0,714] 0,663/ 0,712 | — 149] 18 | 3 ic 

CSNK | 0,468 at 
0,488 }1,19 | — | 0,720] 0,620| 0,560 | — 1,20 | 15 | 8 4 

NaJ | 0,866 1,160 a 
0,864 | 1,30 | 1,180/ 1,02 | 0,960| 0,775 | 0,675 | 1,65 |] 18 | 2%, a 

NaJ 0,625 | 1,155; — /|0,800/ 0,690| 0,600 | — 1,46} 19 | 8 A 
NaJ 1,225 ih 
0,852 | 1,55 | — | 1,180| 0,825 | 0,835 | — 1,72 | 20 | 3 i 

NaBr | 0,652 4 
0,687 | 0,757| — | 0,668| 0,616 | 0,605 | — 1,46 | 19 | 3 se 
Simtlich gepuffert mit 2°/, NaHCO, : 


) Laquer, Diese Zs. Bd. 116, S. 169 (1921). 
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1 2 3 ee 
‘ “titel Konzentrationen 
Toast . 
m/1 | m/5 | m/10 |m/100 | m/1000 | m/10000 
7|NaBr | 0,85310,935| — | 0,894| 0,825 | 0,825 | 0,823 
8 | NaCl | 0,745 
0,755 10,590) — | 0,376/ 0,864] 0,440 | — 
9 | KCl 0,745 | 
0,755 | 0,368| — |0,587|0,715| 0,680 | — 
10 | NaCl | 0,688 
0,650 | 0,660| — | 0,690/ 0,695| 0,605 | — 
11 | KCl 0,688 
0,650 | 0,640; — | 0,536/ 0,552] 0,612 | — 
12 | NaCl _ | 0,866 
0,864 |0,805| — | 0,920] 0,915 | 0,782 | — 
18 | KCl 0,866 : 
0,864 |0,505| — | 0,764/ 0,870] 0,920 | — 
14} NaCl | 0,468 
0,488 |0,568; — | 0,520/ 0,588 | 0,365 | — 
15 | NaNO, | 0,680 0,670 
0,670 | 0,715| — | 0,668/ 0,658 | 0,660 _ 
16 | NaF | 0,535/1,40 | — / 1,23 | 1,10 | 0,769 | 0,615 
17 | NaF 0,625 
0,630} 1,02 | — [0,95 | 1,10 | 0,58 | 0,628 
ig | NaF | 0,751}1,19 | — | 1,09 | 0,880| 0,825 | 0,735 
19 | NaF 0,450 
0,488 | 1,20 | — |1,13 | 0,980] 0,590 | 0,491 
20 | NaF 0,725 
0,698 }1,46 | — | 1,01 | 0,814| 0,702 | — 
21 | KCN 468 
0,488 | — | 0,825/ 0,538] 0,268 | 0,396 | — 1,20 | 15 | 3 
22 | KCN | 0,755 
0,745 11,42 | — |0,510| 0,472/| 0,682 | — 1,54 | 18 | 2 
23 | KCN 0,688 [1,50 | 1,24 | 0,732) 0,523 0,610 0,56 1,46 19 | 3 


























Simtlich gepuffert mit 2°/, NaHCO, 


Es wurden im ganzen tiber 70 Versuchsreihen angesetzt, 
die bis zu je 20 Einzelbestimmungen enthielten. Wir betrachten si 
zunichst Versuche mit Konzentrationsreihen verschiedener Salze ¥ 
unter Bicarbonatpufferung, von denen einige Beispiele in Tab. | g 
zusammengestellt sind. Die Zahlenangaben beziehen sich auf § ( 
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Traubenzucker aus Glykogen in Prozenten des frischen Muskel- 
breis. Die hier und spiter in den Tabellen als B-Werte be- 
geichneten Zahlen geben die Glykogenwerte wieder, die in 
2°/,igen NaHCO,-Lésungen bei der Temperatur der tbrigen 
Versuche, nicht bei 40°, gewonnen wurden. 3 

Als A-Wert ist der bei Versuchsbeginn vorhandene Glykogen- 
gehalt aufgefihrt. Die stirkste verwendete Konzentration von 
NaF war 0,97 molar, ist aber in den Tabellen kurz als m/1 
aufgefiihrt. Alle weiteren Einzelheiten der Versuchsanordnung 
sind aus den Tabellen und Figuren unmittelbar zu ersehen. 
Auf die Wiedergabe der Muskelgewichte und Titrationszahlen 
wird, um Raum zu sparen, verzichtet. 


1. Wirkung von Rhodansalzen. 


Der Zusatz von Rhodannatrium oder Rhodankalium be- 
wirkte Hemmung der Glykogenspaltung. Diese ist bei der 
Konzentration m/1 in vereinzelten Fallen sogar nahezu voll- 


Versuchs teimperatur 1§ ¢ 
Rhodaz. VersuchsIauer 3 Std 


ill 


0,¥68 419 0740 Q610 Q560 120 
Bn "yy "hao “ow Ft 


Fig. 1. Versuch, Nr. 2. 














standig und noch bei m/1000 bemerkbar. Starke Hemmungs- 
wirkung des Rhodans zeigen auSer dem in Fig. 1 wieder- 
gegebenen Versuch 2 die Versuche 1 (Tab. 1) und 24, 25, 27 


(Tab. 2). Ein Versuch am MuskelpreBsaft bot ganz dasselbe Bild. 
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2. Wirkung von Alkalijodid. 


Zusatz von NaJ bewirkte in starken Konzentrationen eben- 
falls eine hochgradige Hemmung, bei m/100 bis m/1000 war 
dagegen eine allerdings geringfigige Spaltungsbeschleunigung 
zu bemerken, die aber nicht in allen Fallen deutlich in die Er- 
scheinung trat. So liegen einzelne derartige Werte in Versuch 4 


Yersuchstemperatur 20° 
od r Veesuchisdauee 3 Std 








085% 1455 7295 962s 0835 472 


B "a Yo “Yoo "Yao A 
Fig. 2. Versuch Nr. 5. 


und 5 (Tab. 1) innerhalb der Fehlergrenze, aber alle liegen in 
derselben Richtung. Auch bei einem PreBsaftversuch war sowohl 
die hemmende wie die spaltende Phase der Jodidwirkung nach- 
weisbar. Im Vordergrunde steht jedenfalls die gewaltige 
Spaltungshemmung der starkeren Konzentrationen, die weiter- 
hin in den Versuchen 24, 25, 27 (Tab. 2) und 50 (Fig. 8) zur 
Beobachtung kam. 

Der EinfluB des Jodids auf andere diastatische Fermente 
ist schon untersucht worden.') Fir die Leberamylase hat 
Holmbergh?) die Frage in folgender Weise angegriffen: Er 

1} Wohlgemuth, Biochem. Zs. Bd. 9, 8. 10 (1908). — Ohlssen, 


Diese Zs. Bd. 117, 8. 91 (1921). 
*) Holmbergh, Diese Zs. Bd. 134, 8, 68 (1924). 
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beobachtete zunichst entsprechend dem auch von Wohlgemuth 
angewendeten Vorgehen das Verschwinden der Starke unter 
der Wirkung der Fermente bei Jodidzusatz, dann aber be- 
stimmte er auch die Bildung von Zucker und fand, dab durch 
den Jodidzusatz der Stirkeabbau unter Dextrinbildung ge- 
fordert, die Verzuckerung dagegen gehemmt wird. Er weist 
auf Grund dieser Befunde auf die Méglichkeit des Vorhanden- 
seins von zwei verschiedenen Komponenten in der von ihm 
angewendeten Leberfermentlésung hin, nimlich einer Amylase 
und einer Dextrinase. Ob im Muskel ahnliche Verhiltnisse 
vorliegen, la8t sich auf Grund der in der vorliegenden Arbeit 
wiedergegebenen Versuche nicht mit Bestimmtheit angeben. 
Das eingeschlagene Verfahren ist jedenfalls im Prinzip dem 
von Wohlgemuth angewendeten &ahnlich. 


3. Wirkung von Natriumbromid. 


Der Zusatz von NaBr erwies sich unter den gewahlten 
Bedingungen als weit weniger wirksam (Versuch 6 u. 7, Tab. 1). 


Yersuchstemperatar 20° 
Bromid, Versuths dauer 3 Std 
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B “% We Ta ae Tan A 
Fig.3. Versuch Nr. 7. 


Nur bei der Konzentration m/1 war eine Spaltungshemmung 
bemerkbar, die in Versuch 24, 25, 27 (Tab. 2) sogar betricht- 
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liche Starke erreicht. Sie ist jedoch mit der beim Rhodanid 
und Jodid beobachteten gar nicht zu vergleichen. Bei den 
geringeren Konzentrationen kénnte man an eine ganz leichte 
Spaltungsbeschleunigung denken, doch liegen die Abweichungen 
ziemlich dicht an der Fehlergrenze der Bestimmung. Ein Ver- 
such am MuskelpreBsaft gab dasselbe Bild. 


4, Wirkung von Natriumnitrat. 


NaNO, erwies sich in seiner Wirkung dem Bromid ziemlich 
abnlich, Die bildliche Darstellung zeigt kaum Abweichungen 


ersucksemperatur 19° 
TH 0 at. Versuchsdauer 2%3 Sid 








9690 Q#1S Q668 0670 9660 40 


B% "Ne "ha wo A 
Fig. 4. Versuch Nr. 15. 





von der des Bromids. Hemmungswirkung der Konzentration m/1 
zeigen die Versuche 24, 25, 27 (Tab. 2). Eine Kontrolle am 
MuskelpreBsaft wurde hier nicht durchgefihrt. 





5. Wirkung von Alkalichlorid. 


Zusatz von Alkalichlorid bewirkte in einigen Fallen eine 
ausgesprochene Spaltungsférderung, in anderen Fallen bei 
einigen Konzentrationen Hemmung, bei anderen Wirkungs- 
losigkeit oder Spaltungsbeschleunigung. Sowohl die Spaltungs- 
férderung wie auch die Spaltungshemmung wurde in zahlreichen 
Fallen tibereinstimmend beobachtet und die gefundenen Unter- 
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schiede liegen teilweise so weit auBerhalb jeder Fehlerméglich- 
keit, daB man annehmen darf, daB das Cl-Ion je nach den 
Umstinden in der einen oder anderen Richtung wirken kann. 


Versuchstenpera/ur 19° 
Cord. Versucsdauer 2 Std 





Ws 


9245S YSIO O376 O36% a¥¥O 1354 


B "2 o/7, "hyo "ooo FA 
Fig. 5. Versuch Nr. 8. 








Von besonderem Interesse erscheint in diesem Zusammenhang 
die spaltungsférdende Wirkung gerade des Cl~. Denn wenn 
auch mehrere andere Untersucher fiir andere Amylasen gleiche 
Verhaltnisse beschrieben haben’), so verdient trotzdem die 
Wirkung des Chlorids auf die Glykogenspaltung im Muskel 
daher besondere Beachtung, weil neuerdings von Embden und 
Lange gefunden wurde, da8 bei der Muskelkontraktion nicht 
nur Phosphationen aus dem Muskel austreten, sondern auch 
Chlorionen in den Muskel eintreten.?) Wenn nun, wie durch 
die vorliegende Untersuchung dargetan wird, Cl~ unter gewissen 
Umstanden den Glykogenabbau im Muskel férdern kann, so 
darf man sich vielleicht vorstellen, daB die bei der Muskel- 





1) Nasse, Pfitigers Arch. Bd. 9, S. 188 (1875). — Starkenstein, 
Biochem. Zs, Bd. 24, 8. 210 (1910). — Kendal u. Sherman, Jl. Am. 
Chem. Soc. Bd. 32, S. 1087 (1910). — Neilson u. Terry, Am, J. Physiol. 
Bd. 22, S. 43 (1910). 

*) Embden u. Lange, Diese Zs, Bd. 180, 8. 350 (1923), 
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tatigkeit in den Muskel eintretenden Chlorionen bei der Mobi- 
lisierung der fiir weitere Funktion erforderlichen Kohlehydrat- 
bestinde mitwirken. | 

Die teilweise nicht unbetrichtlichen Abweichungen der 
Werte fiir KCl einerseits und NaCl andrerseits seien hier 
nicht besprochen, da die Wirkungsweise der Kationen auf 
den Glykogenwechsel den Gegenstand besonderer Unter- 
suchungen bildet.") Versuche mit ausgesprochener Spaltungs- 
beschleunigung sind Nr. 8, 9, 11, 12, 18, 26, 28 und 50; mehr 
oder weniger deutliche Hemmung zeigen Versuch 14, 24, 25, 
29, 89 und 42, wahrend in Versuch 10, 12 und 27 die Chlorid- 
werte wenig von den Kontrollwerten abweichen. Es wurde 
iibrigens verschiedentlich beobachtet, daB in Fallen, in denen 
Chlorid spaltungsférdernd wirkte, die hemmenden Einfliisse des 
Bromids gering waren. An solchem Materiul, das bei Chlorid- 
zusatz eine Hemmung der Glykogenspaltung zeigte, war jedoch 
die Hemmungswirkung des Bromids eine sehr betrichtliche. 

Uber die Umstiinde, die es verursachen, daB das Cl-Ion 
einmal in der einen, dann wieder in der anderen Richtung 
wirksam ist, laBt sich bisher wenig sagen. LErinnert sei aber 
daran, daB Michaelis und Pechstein*) bei ihren Unter- 
suchungen iiber Ioneneinfliisse auf Speichelamylase beobachteten, 
daB die Anwesenheit kleiner Mengen eines Ions die Wirk- 
samkeit eines anderen ganz auffallend verindern kann, Das PF 
gleiche ist auch beim Ferment des Lactacidogenwechsels be- | 
obachtet worden.) Vielleicht ist die Erklarung des wechselnden 
Verhaltens des Cl-Ions im Vorwalten &hnlicher Verhiltnisse 
zu suchen. 

Uberblicken wir die bis jetzt besprochenen Resultate, so 
finden wir bei Verfolgung der lyotropen Reihe eine anscheinend 
gesetzmaBige Anderung der Ionenwirkung. Die Spaltungs- 
hemmung vermindert sich vom Rhodan iiber Bromid und Nitrat 
und beginnt beim Chlorid in eine Spaltungsbegiinstigung iiber- 
zugehen. 


e 





) Siche z. B. auch Lange, Diese Zs. Bd. 137, S. 105 (1924). 
*) Michaelis u. Pechstein, Biochem. Zs. Bd. 59, 8. 77 (1914). 
*) Embden, Kahlert u. Lange, Diese Zs. Bd. 141, S. 254 (1924). 
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Tabelle 2. 

Alle Bestimmungen gepuffert mit 2°/, NaHCO,. 

Zi 2 © , 
‘ = Ak bem | a La O | er Lee? al Datu m 
218 |S) 2] 52| 22/82 | ae| ee] ac) 4], os 

7, 7, 2 7, Versuchs 
24 07108 1,11 | 1,00 | 0,850] 0,536| 0,510] 0,286 mere 0,157 tee 12.°9. 24 
25 10,110] 1,13 | 1,03 10,825] 0,525] 0,471] 0,290]0,155| 0,170] 1,52] 14. 9. 24 
26 11,07 | — | — | — | — | — ]o,830]0,695]0,676] 1,63] 20. 9. 24 
27 10,206] 1,34 | 1,01 }0,97 |0,42 |0,404/0,2421 — | — | 1,68] 26. 9. 24 
as [0,868] — | — | — | — | — |o,736]0,617]0,620] 1,75] 3. 10. 24 
a9 [1,565] — | — | — | — | — |1,80 |1,30 | — |1,89] 3. 10. 24 



































Es erschien daher wiinschenwert, die verschiedenen An- 
ionen an demselben Muterial nebeneinander zu untersuchen. Da 
sich bei den bisher besprochenen Versuchen gezeigt hatte, daB 
die stirkeren Konzentrationen der Salze meistens besonders 
deutliche Ausschlige zeigten, wurde weiterhin vorwiegend mit 
m/1- oder m/2-Lisungen gearbeitet. Ferner sollten auch die 
am anderen Ende der IJonenreihe stehenden Anionen unter- 


sucht werden. 


Der Versuch 24 (Fig. 6) ist aus verschiedenen Griinden 
besonders lehrreich. Zunichst wurde er an anderem Tier- 


8B Ftodan Fluorid Jodid Bron Nitrat Clorid Wcetab Sulfat FA 


Versus emperaliar 75? 
Lersucesdauer 3 Std 
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Fig. 6. Versuch Nr. 24. 
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material ausgefiihrt wie die bisher besprochenen Versuche, 
namlich an Septemberfréschen, die, obschon der hohe Glykogen- 
gehalt der Muskulatur die beginnende Einstellung auf den 
Winterstoffwechsel ankiindigte, doch noch sich wie typische 
Sommerfrésche verhielten. Sie waren lebhaft und beweglich, 
ihre Muskeltatigkeit kraftig. Wie die graphische Darstellung 
(Fig. 6) deutlich erkennen 1é8t, war auch die Fermenttitigkeit 
gegeniiber der der Winterfrésche um ein Vielfaches gesteigert. 
Wahrend wir bei den bisherigen Fallen in der Bicarbonat- 
bestimmung durchschnittlich ein Sinken der Glykogenwerte auf 
etwa die Halfte der A-Werte beobachten konnten, finden wir 
hier ein Abfallen von 1,5°/, im A-Wert auf 0,1°/, im Bi- 
carbonatwert. Die Hemmungswirkung von Rhodan, Jodid und 
Fluorid (siehe weiter unten) ist zwar bedeutend, aber nicht so 
stark wie bei den an sich schon trager reagierenden Winter- 
fréschen. Gerade dadurch tritt die Hemmungswirkung von 
Bromid und Nitrat deutlich hervor und auch beim Chlorid ist 
eine leichte Spaltungsverzégerung sichtbur. Auch Acetat und 
Sulfat ergeben Werte, die itiber dem Bicarbonatwert liegen, 
doch darf man daraus wohl keine Spaitungshemmung dieser 
Ionen annehmen. Der Versuch 25 (Tab. 2), unter gleichen Be- 
dingungen und am gleichen Material ausgefiihrt, zeigt ganz 
dasselbe Bild. 

Bei einer so lebhaften Fermentwirkung, die ohne Salzzusatz 
in 3 Stunden den Glykogengehalt von 1,5°/, auf 0,1°/, abfallen 
laBt, war eine weitere Stimulierung durch zugesetzte Ionen 
schlechterdings wohl kaum zu erwarten, so daB es ratsam 
schien, Versuchsbedingungen zu wiahlen, bei denen die Glykogen- 
spaltung langsamer verlief. Das Niachstliegende war, dieses 
durch Wahl eines anderen Puffersystems anzustreben. Ls 
wurden daher zunichst Phosphatpufferlésungen untersucht. Vor- 
her war natiirlich zu priifen, ob das Phosphat nicht etwa 
schon an sich einen EinfluB auf den Glykogenwechsel ausiibt. 
Ringer?) hat bei Untersuchung der Speicheldiastase gefunden, 
daB bei einem p, = 7,07 die Phosphate gegeniiber salzfreier 





1) Ringer, Diese Zs. Bd. 87, S. 484 (1918). 
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Lésung hemmend wirken. Andere Untersucher?) kamen beim 
Studium anderer Amylusen zu teilweise abweichenden Ergeb- 
nissen. Holmbergh®), der mit Leberamylase arbeitete, nimmt 
auf Grund seiner Versuche an, da Phosphatlésungen die 
Amylasewirkung wenig beeinflussen und unbedenklich als 
Puffer benutzt werden kénnen. Abweichende Befunde anderer 
Untersucher glaubt er nicht auf die Phosphationen, sondern 
auf die H-[onenkonzentration zuriickfiihren zu miissen. 

Es wurden daher Versuche in der Weise angesetzt, dab 
der Muskelbrei in Phosphatgemische von dem p,, des Wassers 
verbracht wurde. Dabei stellte sich heraus, daB die Phosphor- 
siure den Glykogenubbau ganz ungemein beschleunigt. Um 
aber den Nachweis zu bringen, daB dieses wirklich durch die 
Phosphorsiure verursacht und nicht etwa nur durch eine 
Anderung des p,, vorgetiuscht ist, wurde folgende Anordnung 
gewahlt. 

Saimtliche Gemische sind so hergestellt, daB die Phosphor- 
siurekonzentration m/3 und in allen Bestimmungen die gleiche 
ist. Variiert ist also nur der p,. Wahrend die Speichel- 
diastase ihr Wirkungsoptimum bei leicht saurer Reaktion hat, 
ist es bekannt, daB andere diastatische Prozesse in ganz schwach 
alkalischem Milieu leichter vor sich gehen, und neuerdings 
konnte Lange*) fir das Beispiel der Glykogenspaltung im 
Froschmuskel zeigen, daB diese bei Verwendung von Natrium- 
bicarbonat als Puffer geradezu mit der OH-lonenkonzentration 
parallel liuft.4) Dasselbe zeigt der Versuch 30 (Fig. 7), aber 
er laBt gleichzeitig erkennen, daB die Phosphorsiurewirkung 
die H-Ionenwirkung erheblich ibertrifft. So finden wir selbst 





1) Michaelis u. Pechstein, Biochem. Zs. Bd. 59, S. 77 (1914). 
— Béhme, Zs. f. Fermentf. Bd. 6, 8. 200 (1922). — Kendall u. Sher- 
man, Journ. Am. Chem. Soc. Bd. 32, 8S. 1087 (1910). — Hahn u. Mi- 
chaelik, Zs. Biol. Bd. 73, S. 10 (1920). — Willstatter, Wald- 
schmidt-Leitz u. Hesse, Diese Zs, Bd. 126, S. 141 (1922). 

*) Holmbergh, a. a. O. 

8) Lange, Diese Zs. Bd. 187, S. 105 (1924). 

*) Es ist dabei allerdings die Voraussetzung gemacht, daB eigenen 
Einfliissen der Kohlensiureanionen nur untergeordnete Bedeutung zu- 
kommt, doch diirften die Verhiltnisse tatsichlich nicht so einfach liegen. 

9* 
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noch im Phosphatgemisch mit p,, = 4,5 eine ganz erhebliche 
Beschleunigung der Glykogenspaltung gegeniiber dem Wasser- 


DVersuchstempsera/nr 7% 
Verseachs dauer 3 Std 
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Fig.7. Versuch Nr. 30. 


versuch, waihrend HCl-Lisungen von gleichem p,, eher eine 
Hemmung des Glykogenabbaus zeigen. 
Dieser Nachweis eines starken Einflusses der Phosphor- 
saure zeigt neuerlich ihre Bedeutung fiir den Muskelchemismus. 
Weitere gleichsinnige Versuche sind in der Tab. 3 nieder- 


gelegt. 
Tabelle 3. 








Versuchs- 
datum 


— H,0 


Pu=8,6 | po=7,3 | Po=6,1 








1,098 
1,082 


81 | 1,00 


30 0,125 | 0,216 | 0,240 6. 10, 24 


0,545 
0,544 


32 11,40 | 0864 | — 


0,595 | 0,664 8. 10. 24 
1,02 
1,02 


reguliert durch Phosphatpuffer, die 
S bezug auf H,PO, simtlich m/3 ’sind 


12. 10. 24 


























6. Wirkung von Natriumlactat. 


Ahnlich wie die Phosphorsiure hat auch das Anion der 
anderen bei der Muskeltitigkeit entstehenden Saure, der Milch- 
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| s&ure, einen stimulierenden Einflu8 auf den Glykogenabbau. 
Siehe Versuch 33, 34, 35, die in Tabelle 4 zusammengestellt sind. 























Tabelle 4. 
Na-Lactat 
Nr. H,O A — 
m/5 m/10 atum 
0,767 
33 1,00 0°760 xe 1,64 6. 10. 24 
34 1,10 0,857 0,757 1,69 15. 10. 24 
0,856 
35 0'868 0,820 ~— 1,75 2.11.24 











Befunde, die in letzter Zeit. von Deuticke') im hiesigen 
Institut erhoben wurden, legten es nahe, die Kinfliisse beider 
Séuren gemeinsam zu untersuchen. Dabei stellte es sich 
heraus, daB sich bei p, >7 die spaltungsférdernden Einflisse 
der Milchsiure- und Phosphorsiureanionen addieren (Ver- 
such 39, 41), wahrend es bei p,<7 vorkommt, da8 Phosphor- 
siure- und Milchséureanionen gemeinsam eine geringere 


1e 


r- Spaltungsbeschleunigung bewirken, als es jede fir sich zu tun 
4 pilegt (Versuch 40). Die Einwirkung auf den Glykogen- 


wechsel steht in gewisser Analogie zu der Wirkung des 

Lactats auf den Lactacidogenwechsel, da Deuticke zeigen 

_ |) konnte, da® Lactat die Lactacidogensynthese begiinstigt und 

1s» —) im leicht alkalischen Milieu diese Wirkung ausgesprochener 

|  [—% ist, als im schwach sauren. 

% Man kénnte in dieser Wirkungsweise des Lactats geradezu 

einen Regulationsmechanismus erblicken. Denn wenn es nach 

4 den Ergebnissen von Deuticke wahrscheinlich ist, daB dem 

Milchsiureanion beim Wiederaufbau von Lactacidogen 

aus Phosphorsiure und Kohlehydrat bei der Muskeltatigkeit 

begiinstigende Wirkung zukommt, so erscheint es auf Grund 

der eben geschilderten Versuchsergebnisse als sehr méglich, i 
daB auch der Glykogenabbau und damit die Lieferung der | 
Kohlehydratkomponente fiir die Resynthese von Lactacidogen 
ler gerade durch die bei der Muskelfunktion gebildeten Milchsiure 





) Deuticke, Diese Zs, Bd. 141, §. 196 (1924). 
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erleichtert wird. Die beiden bei der Muskeltitigkeit aus dem 
Lactacidogen gebildeten Siuren, Phosphorsiure und Milchsaure, 
sind also befaihigt, gleichsam die Mobilisation des fir den 
Lactacidogenersatz notwendigen Kohlehydrats herbeizufihren. 


7. Wirkung von bernsteinsaurem Natrium. 


Als weitere im Muskel aufgefundene Siure wurde die 
Bernsteinsiure untersucht und gefunden, da8 auch diese, 
wenigstens in gréBeren Konzentrationen, eine spaltungsférdernde 
Wirkung aufweist. 

Tabelle 5. 








Bernsteinsaures Na 
-m/4 m/10 | m/20 


Datum 

















1,48 159 | 1,59 1. 11. 24 
ungepuffert 














| Bernsteinsaures Na 
B Datum 
m/4 m/8 m/16 











1,14 0,978 1,14 1,25 1. 11, 24 
0,888 0,466 wt a 7.11. 24 
gepuffert mit 2°/, NaHCO, 




















Nach den eben geschilderten Versuchen ist bei der Pufie- 
rung durch Phosphat mit einer starken spaltungsbegiinstigenden 
Wirkung der Phosphorsiure zu rechnen, und an sich erscheint 
daher diese Pufferung wenig geeignet zur Priifung der Wirk- 
samkeit zugesetzter anderer Ionen, wenn man diese mdglichst 
rein erhalten will. Bei der erheblichen Phosphatmenge, die 
sich gerade im Muskel findet, darf aber sicherlich die kom- 
binierte Wirkung der Phosphorsiure mit anderen Ionen nicht 
auBer acht gelassen werden. (Siehe Tabelle 6.) 

Es wurde daher untersucht, wie weit andere Ionen ihre 
spezifische Wirkung auch noch in einem Milieu entfalten 
kénnen, das stark mit Phosphat gepuffert ist. Einige solche 
Versuche sind in der Tabelle 6 zusammengestellt. So sieht 








H 


sht 
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Tabelle 6. 
Alle Bestimmungen gepuffert mit m/3-Phosphat- 
lésungen von 
Zi Pu = 6,1 Pu = 8,8 
= 3B ; 3 Versuchs- 
Z ¢ Zeizvuiazsi| ee 3 % . | datum 
ew rege ie By eo ae 
sea S| ioe 4 
a | + + + + a | + 
39 | 0,664 | 0,347 | 0,940 | 0,752] — | 0,545 | 0,888 | 9.10.24 
40} 0,240; — see — | @feef — — | 14.10.24 
1,02 | 0,864 
411 1’09 san ~ o'355 | 864 | 0,476 | 20. 10. 24 
42 | 0,646 | 0,382 | 0,958 | 0,767| — | 0,782 | 0,225 | 10.10.24 


























man z. B., daB Zusatz von Fluorid in einem Phosphatpuffer- 
gemisch von p,, = 6,1 den Abbau von Glykogen bei 0,76°/, 
zum Stehen bringt, wahrend das Glykogen ohne Fluoridzusatz 
auf 0,65°/, absinkt. Zusatz von m/1-NaCl wirkt jedoch in 
diesem Milieu weit stirker hemmend, wihrend Acetat sich mit 
seiner beschleunigenden Wirkung zu der des Phosphats addiert. 

Beziiglich der kombinierten Lactat- und Phosphatwirkung 
in den Versuchen 40, 41 und 42 (Tabelle 6) siehe das auf 
S. 121 Gesagte. 


8, Wirkung von Natriumsulfat und Natriumacetat. 


Verzichten wir auf Pufferzusatz und damit auf Konstanz 
des p,,, so gelingt es, die Wirkung der einzelnen Anionen in 
vergleichbarer Weise in einem Reihenversuch darzustellen, wie 
aus Hig. 8 hervorgeht. 

Sulfat und Acetat beschleunigen hiernach die Glykogen- 
spaltung. Dieses geht noch deutlicher als aus dem in Fig. 8 
wiedergegebenen Versuch 52 aus den Versuchen 26, 28, 29 
(Tab. 2), ferner 39 und 42 (Tab. 6) hervor. 

Es gilt also offenbar eine ahnliche GesetzmaBigkeit, wie 
sie fiir den Lactacidogenwechsel nachgewiesen wurde, auch fiir 
den Glykogenwechsel der Muskulatur. Nur beim Citrat finden 
wir nicht die extreme Spaltungsbegiinstigung, die wir nach 
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Versuckstemppratur A$ 9 


YersuchsJauer 3 Std 
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Fig. 8. Versuch Nr. 50. 

seiner Stellung in der Reihe erwarten muBten. Es wurde 

daher die Wirkung des Citrats nochmals genauer untersucht 


und auch Versuche mit dem benachbart stehenden Tartrat 
angestellt. 
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9. Wirkung von Natriumcitrat. 


Wir sehen, da8 im allgemeinen eine Spaltungsbegiinstigung 
des Citrations nachgewiesen werden kann, die aber nur bei 
sehr groBer Konzentration hohe Werte erreicht. Im Ver- 
such 47 (Tab. 7) liegt sogar der Citratwert iiber dem Kontroll- 
wert, doch steht dieser Fall vereinzelt da. 


10. Wirkung von Natriumtartrat. 


Dagegen waren weinsaure Salze deutlicher spaltungs- 
fordernd. 

















Tabelle 7. 
Versuch 43 ungepuffert. 44—49 gepuffert mit 2°/, NaHCO,. 
Zu- Konzentrationen Ohne 
Nr. ; 4 A | Datum 
geet on m/1 | m/5 | m/10 | m/20 namees 
43 | Ne 1,86 | 1,625 | 1,575 ]1,50 | 2,21] 6.10. 24 
Outi ~ | ~ |* , , , So 
44 Pit — | — |1,59 | 1,445/1,81 | 1,14 | 2,21] 8.10. 24 
Na- 
45 | ocalat| — | — {118 | — | — | 0,206] 1,68] 1.11. 24 
46] on®, | 0,142| 1,29 | 1,18 | 1,28 | — | 1,40 | 1,75 |20. 10. 24 
Na- 
471 Gat} — [9878] — | — | — |] 0,856] 1,75 | 22.10. 24 
Na- 0,605 | 0,890 
481 Gitrat | %754| o'gor | 01943 | 982 | — | 1,07 | 1,63] 7.11. 24 
49 | ne | — | 0,69 | 0,925] 0,995; — | 1,10 | 2,00] 12.10. 24 





























Bei ihren Untersuchungen iiber die Wirkungsweise der 
Anionen auf den Lactacidogenwechsel konnten Embden und 
Lehnartz, sowie Deuticke die von Schwarz aufgestellte 
Reihe iiber das Citrat hinaus noch um weitere Glieder ver- 
mehren. Das Oxalation iibertraf die synthetisierende Wirkung 
des Citrats noch betrichtlich und dem Fluorid wurde wegen 
seiner extremen Synthesebegiinstigung der Platz am Ende ein- 
geraumt. Gerade im Hinblick darauf, daB die glykogenspaltende 
Wirkung des Citrats hinter den Erwartungen zuriickblieb, schien 
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es notwendig, auch noch das Oxalat und das Fluorid in den 
Kreis der Untersuchungen einzubeziehen. 





11. Wirkung von Natriumoxalat. 


Das Oxalat zeigte, wie aus Versuch 43, 44 und 45 (Tab. 7) 
ersichtlich, eine ausgesprochene Hemmungswirkung und, wie 
weiter unten gezeigt wird, ist dieses noch mehr beim Fluorid 
der Fall. Wir haben also beim Citrat wiederum einen Um- 
kehrpunkt iiberschritten. 





12. Wirkung von Natriumfluorid. 


Zusatz von Fluorid bewirkte in groBen Konzentrationen 
eine sehr erhebliche Spaltungshemmung. In dem in Fig. 10 
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Fig. 10, Versuch Nr. 16, 


graphisch dargestellten Versuch 16 ist die Spaltungshemmung 
noch bei der Konzentration m/10000 mit 0,615°/, gegen- 
iiber 0,535°/, merklich. Ein Kontrollversuch am Kaninchen- 
muskelpreBsaft gab ein ahnliches Bild, 

Andere Untersucher haben an anderen Amylasen teils 
die gleichen, teilweise auch abweichende Resultate gehabt.’) 








1) Holmbergh, a. a. O. 
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S.u. H. Lang?) fanden durchgehend eine Hemmungswirkung des 
Fluorids. Doch zeigte sich in vereinzelten Fallen bei geringer 
Fluoridkonzentration plétzlich eine Spaltungsbegiinstigung. Ein 
solcher Fall wurde auch im Laufe der vorliegenden Untersuchung 
beobachtet, und zwar zeigte sich im Versuch 17 (Tab. 1) bei 
m/1000 ein Herabgehen des Glykogenwertes von 0,63 °/, 
auf 0,53 °/,, doch steht diese Beobachtung véllig vereinzelt da. 

In ungepufferter Liésung ist die Fluoridhemmung relativ 
geringer. Dieses zeigt der in Fig. 11 dargestellte Versuch 51, 
in dem Fluorid mit und ohne Pufferung auf dasselbe Material 
eingewirkt hat. Es zeigt hierbei die m/1-Konzentration 
bei Bicarbonatpufferung den Wert von 1,19°/, gegeniiber 


Versuchstemperatur 19? 
Fluarid Versus dauwer 2% Shi 









































/y 
Yy Yy 
Yy, | 
9 #5 17 
B — 
mb Susals von 2% Na hCO, ohne 5usals, 


0,75°/, ohne Fluorid, in einfach wiaBriger Lisung dagegen 
1,16°/, gegeniiber 1,01°/, ohne Fluorid. Zu verfolgen ist die 
Hemmungswirkung des Fluorids ferner in Versuch 16—20 
(Tab. 1), 24, 25, 27 (Tab. 2) und 51 (Fig. 11). Versuch 39 
und 42 (Tab. 6) zeigen dasselbe, wenn auch in geringerem 
Grade, in leicht saurem Milieu. 





1) S. u. H. Lang, Biochem. Zs. Bd. 114, S. 165 (1921). 
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13. Wirkung von Cyankalium. 
Cyankalium zeigte, in gréBeren Konzentrationen dem Muskel- 
brei zugesetzt, eine véllige Aufhebung der Wirkung des glykogen- 
abbauenden Fermentes. Geringere Konzentrationen dagegen 
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Fig. 12. Versuch Nr. 22, 


beschleunigten die Spaltung ganz betrichtlich. So finden wir 
in Versuch 21 fir m/100 0,268°/, gegentiber 0,480°/, im 
B-Versuch, also beinahe die Hialfte des Glykogens, das nach 
Ablauf der Expositionszeit im Kontrollversuch noch vorhanden 
ist, ist unter der stimulierenden Wirkung des Cyanids abgebaut 
worden. Die hemmende Wirkung der groBen Konzentrationen 
wurde auch in zahlreichen, hier nicht wiedergegebenen Ver- 
suchen bestatigt. Die stimulierende Wirkung der geringeren 
Konzentration war jedoch nicht in allen Fallen nachweisbar. 














Zusammenfassung. 


Bei einer zusammenfassenden Betrachtung der Versuchs- 
ergebnisse sei folgendes nochmals besonders hervorgehoben. 

1. Der fermentative ProzeB der Spaltung des im Frosch- 
muskel vorhandenen Glykogens ist in hohem Grade durch 
Tonen beeinfluBbar. 
















cel - 
en- 
gen 





Uber die Bedeutung von Ionen fiir die Muskelfunktion. 129 


2. Daf sich dhnlich wie beim Lactacidogenwechsel ein 
durch das Spiel und Gegenspiel von Ionen beeinfluBter rever- 
sibler ProzeB wiirde beobachten lassen, war nach Lage der 
Stoffwechselverhaltnisse im iiberlebenden Froschmuskelbrei und 
angesichts des Fehlens von fiir derartige Synthesen aus- 
reichenden Mengen von niederen Kohlehydraten von vornherein 


| nicht wahrscheinlich, und so ist auch niemals eine Glykogen- 


synthese gefunden worden. 

3. Dagegen lieB sich feststellen, daB einzelne Ionen die 
fermentative Glykogenspaltung hemmen, andere sie im Sinne 
einer Beschleunigung beeinflussen, wieder andere je nach ihrer 
Konzentration oder besonderen Verhiltnissen in der ersten 
oder zweiten Richtung wirksam sind. 

4, Ordnet man die untersuchten Anionen nach ihrer Wirk- 
samkeit, so findet man, daB diese bei Kinhaltung der anfangs 
niher festgelegten Bedingungen der Stellung der betreffenden 
Anionen in der Hofmeisterschen (lyotropen) Reihe im groBen 


© und ganzen in der Weise entspricht, daB Rhodanid, Jodid, 


Bromid und Nitrat in absteigender Starke den Glykogenabbau 
vorwiegend verzégern. Das Chlorid kann auBer dieser Wir- 
kung auch férdernde Einfliisse zeigen. Acetat, Sulfat und 
Tartrat wirken beschleunigend, in geringerem Grade auch 
Citrat, in dessen Gegend ein weiterer Ubergangspunkt erreicht 
wird derart, daB Oxalat und Fluorid in steigendem MaBe ver- 
zogernd wirken. 

5. Die spaltungsférdernde Wirkung des Chlorids gewinnt 
dadurch an Bedeutung, daB bei der Muskeltitigkeit erwiesener- 


. | maBen Chlorionen in den Muskel eintreten. 


6. Die Anionen der Phosphorsiure, Milchsiure und Bern- 
steinsiure férdern den Glykogenabbau. 

7. Die spaltungsférdernde Wirkung der Milchsiure erscheint 
deswegen bedeutungsvoll, weil das Milchsiureanion den Aufbau 
von Lactacidogen begiinstigt. 

8. Endlich sei darauf hingewiesen, daB unter geeigneten 
Versuchsbedingungen sich die den Glykogenabbau beschleuni- 
genden Wirkungen des Phosphats und des Lactats addieren 
kénnen. 




















Saccharase. V.°’) 


Von 
Hans vy. Euler und Karl Josephson. 
Mit 1 Figur im Text. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium der Hochschule Stockholm.) 
(Der Redaktion zugegangen am 27. Februar 1925.) 


Die Gesamtheit der an Saccharase gewonnenen experi- 
mentellen Ergebnisse chemischer und physikalisch-chemischer 
Art haben uns vor lingerer Zeit zu folgender Auffassung von 
der Natur dieses Enzyms gefihrt: 

In lebenden Zellen und Saften und noch in den daraus 
hergestellten hochgereinigten Priparaten vom mittleren Mole- 
kular- oder Teilchengewicht 20000 und vom Reinheitsgrad 
If ~~ 250 enthalt die Saccharase neben einem ,,aktiven“ Mole- 
kiilteil, auf welchen die spezifisch-katalytische Wirkung des 
Enzyms konzentriert ist, noch einen Atomkomplex, welchen 
wir aus verschiedenen Griinden als ,,proteinihnlichen Teil“ 
bezeichnet haben. 

Kine eben erschienene, sehr bemerkenswerte Mitteilung 
von Willstatter und Schneider?) gibt uns Veranlassung, 
die Schliisse, welche wir aus unserem experimentellen Material 
gezogen haben, ferner unsere Ansicht tiber den Bau der Saccha- 
rase und schlieBlich die Hypothesen und Gesichtspunkte, welche 
unsere Untersuchungen leiten, noch exakter zu formulieren, 
als dies friher geschehen ist. Wenn die beiden Miinchener 





1) Die 4 vorangehenden Mitteilungen: Chem. Ber. Bd. 56, S. 446 
u. S. 1097 (1928); Bd. 57, S. 299 u. S. 859 (1924). 
*) Willstatter u. Schneider, Diese Zs. Bd. 142, S. 257 (1925). 
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Forscher einleitend hervorheben, daB die Aufstellung von Ar- 
beitshypothesen immer gewisse Anregungen gibt, so zeigen 
doch mehrere Stellen ihrer letzten Mitteilung, wie wiinschens- 
wert es ist, daB® bei Diskussionen genau unterschieden wird 
zwischen einerseits experimentell gefundenen Tatsachen und 
fir ein spezielles Gebiet gefundenen RegelmiBigkeiten, anderer- 
seits daraus gezogenen Schliissen und schlieBlich in Erwigung 
gezogener Hypothesen. Dann wird, wenn experimentelles 
Material zur Beantwortung von aufgeworfenen Fragen ver- 
wendet werden soll, das Wesen dieser Fragen wirklich ge- 
troffen und die Diskussion fiir die weitere Forschung fruchtbar. 

Da die von Willstatter und Schneider und die 
von uns mitgeteilten Ergebnisse und Uberlegungen in mancher 
Hinsicht zu einem einheitlicheren Bild vom gegenwartigen 


> Stand der Saccharaseforschung vereinigt werden kénnen, als 


dies nach der letzten Mitteilung aus dem Miinchener Labo- 
ratorium den Anschein hat, méchten wir im folgenden zunachst 
auf die Frage nach der stofflichen Natur der Saccharase zuriick- 
kommen, um so mehr, als ja die Uberlegungen nicht nur 
spezielles Interesse fiir das genannte Enzym haben, sondern 
bei der Bearbeitung anderer Enzyme in ahnlicher Form wieder 
erscheinen. 

Wir erledigen zunichst einen verhiltnismiBig wenig wich- 
tigen Punkt, nimlich die hypothetische Einteilung der Saccha- 
rase in einen ,aktiven Teil“ und einen davon verschiedenen 
nicht aktiven Teil. 

In dieser Frage kénnen wir uns um so kiirzer fassen, als 
wir uns — sofern es gine solche Einteilung an sich gilt — 
mit Willstatter in voller Ubereinstimmung befinden dirften. 


| Wir iibergehen die in einzelnen Arbeiten gegebenen Formu- 


lierungen dieser Auffassung und verweisen nur auf den so be- 
deutungsvollen Leipziger Vortrag des genannten Forschers?): 

»Die Erscheinung der Enzymspezifitat, die Beobachtungen 
iber Zersetzung und Stabilisierung gereinigter Invertinlésungen 
und besonders die Einfliisse der Verteilung auf die enzymatische 





1) Willstitter, Chem. Ber. Bd. 55, 3601 (1922). 
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Wirkung, die bei anderen Enzymen gefunden wurden, fihren 
zu der Auffassung, daB das Molekiil eines Enzyms aus einem 
kolloiden Trager und einer rein chemisch wirkenden 
aktiven Gruppe besteht.“ 

Dieser kolloide Trager ist genau zu unterscheiden von 
den aus dem Ausgangsmaterial stammenden Begleitstoffen 
(Verunreinigungen): ,,Die natiirlichen enzymfremden Begleitstoffe 
des Invertins — schreibt Willstaitter — assoziieren sich mit 
dem kolloiden Traiger und diese Anlagerung ist ohne Einfluf 
auf die an der wirksamen Gruppe verlaufenden Hydrolyse des 
Rohrzuckers.“ 

Die Miinchener Schule stimmt mit uns darin iberein, dai 
die Affinitit zum Substrat und den Reaktionsprodukten (oder, 
wie wir nunmehr annehmen, die beiden Affinitaten) in den 
aktiven Teil zu verlegen sind.4) Der von Willstatter und 
Schneider betonte Gegensatz der Auffassungen betrifft also 
denjenigen Teil, welcher von Willstatter ,kolloider Traiger“, 
von uns ,,proteinihnlicher Teil“ genannt wurde. 

Beide Bezeichnungen sind natiirlich vorliufige, sie werden 
durch inhaltsreichere ersetzt werden, sobald diese Molekiilgruppe 
naiher bekannt geworden ist; unter diesen Umstanden lohnt 
es sich wohl nicht, iiber die ZweckméBigkeit solcher Bezeich- 
nungen viel Worte zu verlieren; dagegen bleibt zu fragen, ob 
iiber diesen ,,kolloiden Trager“ durch die Bezeichnung ,,protein- 
abnliche Substanz“ etwas ausgesagt worden ist, was mit Tat- 
sachen in Widerspruch steht. 

Welche Auffassung wir selbst mit unserer hier besprochenen 
Bezeichnung verbanden, geht beispielsweise aus folgender Ein- 
leitung zu einer experimentellen Untersuchung?) hervor: | 

ylrotz der allerdings zahlreichen Unterschiede zwischen 
den Eigenschaften der gereinigten konzentrierten Saccharase- | 
lésungen und den Liésungen der untersuchten Eiweisstoffe, 
besonders hinsichtlich der als ,,charakteristisch“ angesehenen 
EiweiBreaktionen (Fallungsreaktionen und Farbreaktionen), 





1) Vgl. z.B. Kuhn, Diese Zs. Bd. 125, 8. 1 u.2 8 (1923). 
*) Euler u. Josephson, Diese Zs. Bd. 138, S. 11 (1924). 
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finden wir, daB die umfassende Gruppe der Proteinstoffe die 
einzige uns bekannte Gruppe organischer Verbindungen ist, 
an welche sich der groBe Saccharasekomplex, wie er sich 
nach dem gegenwirtigen Stand der Forschung darstellt, an- 
schlieBen 1aBt«. 

Dies war vor etwa Jahresfrist der Ausdruck unserer experi- 
mentellen Ergebnisse und wiirde auf Grund unserer spiteren 
Resultate nicht wesentlich anders formuliert werden. Inwiefern 
steht nun dieser Satz im Gegensatz zu den neueren Befunden: 
von Willstatter und Schneider? Da8 wir den in Rede 
stehenden Teil der Saccharase nicht als Protein betrachten, 
diirften wir durch seine Bezeichnung — wo der Kiirze wegen 
vom ,,Proteinteil* gesprochen wurde, befindet sich diese Be- 
zeichnung zur Hervorhebung unserer Vorbehalte in Anfihrungs- 
zeichen —, noch mehr durch ‘ beispielsweise obiges Zitat zum 
Ausdruck gebracht haben, in welchem gerade die starken Unter- 
schiede hinsichtlich der Farbenreaktionen betont werden. Eine 
Abnlichkeit zu Proteinen sehen wir 

1. in seinem Dispersitatsgrad ; 

2. in seiner kolloiden Beschaffenheit — oder genauer in 
der kolloiden Beschaffenheit der Saccharasepraiparate, welche 


| wir wie Willstatter dem ,kolloiden Trager“ zuschreiben; 


3. in dem Umstand, daB die quantitative Untersuchung 
der Wiarmeinaktivierung auch hochgereinigter Priparate der 
Warmedenaturation vieler Proteine ‘sehr nahe kommt?); eine 
wesentlich andere Warmeempfindlichkeit noch reinerer Praparate 
ist bis jetzt nicht festgestellt worden?); 

4. in dem Stickstoffgehalt. Die Befunde der beiden Labo- 
ratorien iiber den absoluten N-Gehalt der gereinigten Praparate 
— wir wollen einstweilen von der Frage nach der Proportio- 
nalitit If':°/, N absehen — liegen gegenwiartig folgender- 
maBen: 





1) Euler, Josephson u. Myrbick, Diese Zs. Bd. 180, S. 87 
(1928). 
: *) DaB dies an sich kein bindender Beweis ist, daB vielmehr auch 
andere Kolloide ein ahnliches Verhalten zeigen, haben wir mehrfach 
betont; z. B. H. v. Euler u. U. v. Euler, Zs. anorg. Chem. 124, 70; 1922. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXLV. 10 
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Willstatter und Schneider geben in ihrer vorletzten 
(VIL) Arbeit fiir Priparate von Jf iiber 200 die Werte 6 bis 
10°/, N an, in der VIII. Abhandlung 4,83—10,6 °/, N, wihrend 
wir Werte zwischen 8,4 und 11,9 angegeben hatten. Als 
mittlerer Befund ergibt sich also beiderseits in runder Zahl 
10°/, N. Was davon auf den ,,aktiven Teil“ entfallt, ist bis 
jetzt vollstindig unbekannt. 

Ob man in der Gesamtheit der genannten Kigenschaften 
eine Proteinaéhnlichkeit sehen will oder nicht, laBt sich kaum 
diskutieren. Da es sich aber gezeigt hat, daB trotz unserer 
Reservationen unserer Bezeichnung ein anderer Inhalt gegeben 
werden kann als beabsichtigt war, sind wir gern bereit, zu 
einem neutraleren Namen, etwa ,,Teil B“ oder auch ,,kolloider 
Trager“ iiberzugehen. 


Der Aktivitaétsgrad der Saccharase. 


Sicherlich in den meisten, vermutlich in allen bis jetzt 
dargestellten Invertinpraiparaten befinden sich neben katalytisch 
wirksamen, ,aktiven“ Saccharasemolekiilen auch inaktive. Bei 
langerer Dauer der Reinigungsarbeit, bei héherer Temperatur, 
ungiinstiger Aciditaét oder ungiinstiger Konzentration gewisser 
Begleitsubstanzen wird der prozentische Anteil der inaktivierten 
Enzymmolekiile groB und die Inaktivierung l4B8t sich dann 
auch zeitlich” bequem verfolgen. 

Offenbar triibt dieser Umstand den Einblick in die Fort- 
schritte der Reinigungsarbeit; wie erheblich die dadurch ver- 
anlaBte Unsicherheit wird, ist erst in den letzten Jahren deut- 
lich geworden. 

Sowohl die von Willstatter als die von uns vor- | 
geschlagenen Einheiten der Wirksamkeit geben an, welche | 
Inversionsgeschwindigkeit durch die Gewichtseinheit des zu | 
untersuchenden Praparates unter festgesetzten Bedingungen | 
hervorgerufen wird. Der Wert 

ifn k+-g Rohrzucker 

g Trockengewicht : 

(wie iibrigens auch der von Willstatter angewandte Zeitwert) | 
ist eine rein experimentell festgestellte GréBe, in welche keiner- | 
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lei Hypothesen eingehen. Verwendet man aber Jf (oder den 
Zeitwert) als Ma8 fir den Reinheitsgrad der Saccharase, so 
liegen darin wenigstens zwei Hypothesen, nimlich 

1. die Annahme, daB nur eine Art von Saccharase und 
zwar von konstanter Wirksamkeit existiert, und 

2. die Annahme, daB die gesamte Saccharase in aktiver 
Form vorhanden ist bzw. daB der inaktive Anteil der Saccha- 
rase vernachlassigt werden darf. 

Willstatter und seine Mitarbeiter haben mehrmals be- 
tont, daB die Temperaturempfindlichkeit der Saccharase sehr 
stark zunimmt, wenn Verunreinigungen entfernt werden; dies- 
beziigliche Messungen an ihren Saccharasepriparaten liegen 
noch nicht vor, aber Erfahrungen an anderen Enzymen haben 
gezeigt, daB Schutzstoffe die Stabilitit von Enzymen recht 
betrachtlich erhéhen kénnen.?) 

Die Temperaturinaktivierung scheint in den meisten Fallen 
irreversibel zu verlaufen. 

Andererseits hat sich in letzter Zeit gezeigt, daB Uber- 
gange von einem inaktiven in einen aktiven Zustand; 
wie sie schon friher bei einer Reihe von Enzymen, am stirksten 
ausgepragt bei Katalase, gefunden worden waren, auch bei 
Saccharase eintreten. Dieser Vorgang wird in diesem Labo- 


Versuchsreihe 1 mit Saccharase von If = 121. 


























Reaktions-Geschw.-Konst. k-10¢| 4 nach der Er- 
Vorbehandlungs- hitzung ausgedrickt 
temperatur Vor Nach in °/, von & vor 

Erhitzung Erhitzung der Erhitzung 
56,0 + 0,05 80 118 148 
58,0 + 0,03 84 118 141 
59,0 + 0,03 78 101 129 
60,03 + 0,05 81,5 97 119 
61,0 + 0,08 12 62 86 
62,02 + 0,05 78 49 63 
63,0 + 0,05 72 38 46 
52,5 + 0,06 124 (78) 121 98 (155) 





) Vgl. Euler, Chemie der Enzyme, 8. Aufl. 1925, S. 258. 
10* 


en 
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ratorium von I. Lindst&l an Saccharase unserer Oberhefe RF 
verfolgt.') DaB es sich um nicht unbetrichtliche Aktivierungen 
handelt, zeigen die vorstehenden Daten, welche sich auf eine 
Erhitzungsdauer von 60 Minuten (inkl. Temperatursteigerung 
61 Minuten) beziehen. 

Wahrend der Untersuchung nahm die Aktivitaét der Saccha- 
rase bei Zimmertemperatur zu (von k ~ 78 bis k=124). Die 
damit berechneten &-Werte sind eingeklammert. 

Zwei andere Versuchsreihen beziehen sich auf Priparate 
von Jf=10 (Versuchsreihe 2, Fig. Kurve II und Jf =1,3 
(Versuchsreihe 3, Fig. Kurve III). 

Man sieht, daB unsere Saccharaselésungen, nachdem sie 
gewissen Reinigungsverfahren unterworfen waren, vom Maximum 
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ihrer Aktivitat weit entfernt sein kénnen. Die Inversions- 
fahigkeit der Lésung I, Kurve I der Figur), welche durch Fallung 
mit Alkohol, Adsorption an Aluminiumhydrat, Kaolin, Alu- 
miniumhydrat und Dialyse gereinigt worden war, lieB sich 
durch Erwarmen um rund 40°/, ihres Wertes erhéhen. Die 
Saccharase der gleichen Hefe zeigte in friiheren Stadien der 
Reinigung nur eine sehr geringe Aktivierungsfihigkeit. 





) Vgl. hierzu auch die Versuche von Falk und seiner Mitarbeiter. 
Jl. Am. Chem, Soc. Bd. 45, S. 1589 (1928); Noyes, Miller, Sugiura 
u. Falk, Bd. 46, 8S. 1885 (1924). 
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Was bei den Inaktivierungen und bei den Aktivierungen 
in chemischer Hinsicht vorgeht, ist noch vollstindig un- 
bekannt; es ist méglich, daB mit diesen Vorgingen Abspaltungen 
von chemischen Gruppen aus dem Saccharasemolekiil ver- 
kniipft sind. Wir wollen aber einstweilen die Annahme machen, 
daB die Anderungen in der Elementarzusammensetzung der 
Saccharase bei Aktivitatsinderungen so unerheblich sind, dab 
wir in erster Annaherung mit der gleichen Zusammensetzung 
des aktiven und des inaktiven Molekiils rechnen kénnen. Wir 
wollen ferner vorlaufig nur mit der Existenz einer einzigen 
Saccharaseart rechnen. 

Wir bezeichnen dann mit Jfnax, die maximale Aktivitit, 
welche das durch seine chemische Zusammensetzung charak- 
terisierte, von allen nicht zugehérigen Beimengungen befreite 
Saccharasemolekiil unter gegebenen Bedingungen erreichen 
kann; kmax. Sei die maximale Reaktionskonstante, welche unter 
diesen Bedingungen die Gewichtseinheit dieses Saccharase- 
molekiils hervorruft. Das Verhiltnis 


—/f_ ——*_ nennen wir Aktivitatsgrad. 
Ifmax. *max. 


Dagegen bezeichnen wir als Reinheitsgrad eines Praparates 


den Quotienten 
Saecharase (aktive + inaktive) : 
g Trockensubstanz (Gesamtmenge) 


Unter der Voraussetzung, daB die inaktive Saccharase 
gegentiber der aktiven vernachliassigt werden kann, oder daB 
dieses Verhiltnis sich in einer Versuchsserie infolge gleich- 
heitlicher Behandlung wenig aindert, kann mit einiger An- 
naherung gesetzt werden 





Wu Saccharase (aktive) 


g Trockensubstanz se Reinheitsgrad ies 


__ Saccharase (akt. + inakt.) : 
~ g "Trockensubstanz 


Bei Vergleichen von Priparaten, die aus verschiedenen 
Hefen und nach verschiedenen Verfahren erhalten sind, darf, 
wie der eine von uns) bereits besonders hervorgehoben hat, 











1) Josephson, Diese Zs. Bd. 136, S. 224 (1924). 
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keineswegs der inaktive Anteil der Saccharase unberiicksichtigt 
bleiben.?) 

Deswegen ist es nicht merkwiirdig, wenn der Quotient 
If:°/, N, den wir fiir unsere Hefe annihernd konstant fanden, 
bei anderen Hefepraparaten andere Werte annimmt. Im Gegen- 
teil kénnte man es auffallend finden, daB in gereinigten Pri- 
paraten, welche in anderer Hinsicht so auBerordentlich stark 
variieren, wie die von Willstaitter und Schneider be- 
schriebenen, keine noch gréBeren Variationen des genannten 
Quotienten vorkommen, als die von Willstatter und Schneider 
neuerdings angegebenen, nimlich 28—53. 

Da Willstatter und Schneider wiederholt von unserer 
»Annahme* eines konstanten Quotienten If: °/, N sprechen, so ist 
es wohl nicht ohne Nutzen, darauf hinzuweisen, daB zwischen den 
beiden Laboratorien nicht so sehr Gegensitze in den tatsich- 
lichen Ergebnissen und gezogenen Schliissen bestehen, als 
vielmehr Ungleichheiten in der Art der Bearbeitung des experi- 
mentellen Zahlenmateriales. Wahrend in Willstatters 
Arbeiten stets die Mannigfaltigkeit und die (wirkliche oder 
scheinbare) UnregelmiBigkeit der Ergebnisse besonders hervor- 
gehoben wird, stellen wir solche UnregelmaBigkeiten gern zur 
weiteren Aufklarung zuriick und sind andererseits schon in 
einem verhiltnismaBig friihen Stadium der Untersuchung be- 
strebt, den RegelmaBigkeiten in unserem eigenen Material nach- 
zugehen und die Konsequenzen zu besprechen, welche sich 
daraus fiir die weitere Forschung ergeben. So haben wir 
eine gewisse Konstanz des Quotienten Jf: °/, N an unserem 
eigenen, noch in vieler Hinsicht zu vervollstandigenden Material 
experimentell festgestellt und dariiber hinaus nichts _,,an- 
genommen“. Wir werden aber bestrebt sein, noch deutlicher als 
dies bis jetzt geschehen ist, die Grenzen der Beziehungen, die wir 
gefunden haben zu betonen, um Mibverstandnisse zu vermeiden. 





1) DaB in den von uns beschriebenen Saccharasepriiparaten infolge 
gleichheitlicher Darstellung der Aktivititsgrad nicht sehr stark variiert 
hat, wird auch durch den Umstand wahrscheinlich gemacht, da8 die 
nach verschiedenen Methoden ermittelten Aquivalentwerte, soweit dies 
erwartet werden kann, iibereinstimmen. 











Saccharase. V. 139 


AbschlieBend méchten wir also betonen, daB bei Diskus- 
sionen itiber Zusammensetzung usw. der Saccharase — un- 
abhingig von den besonderen Vorstellungen iiber die Teile 
des Enzyms — neben der katalytisch aktiven Saccharase 
auch die inaktive beriicksichtigt werden muB. 


Die Einheitiichkeit der Saccharase. 


Die friiheren Untersuchungen iiber Saccharase sind — 
sofern sie iiberhaupt chemische Ziele verfolgten — im allgemeinen 
von der Annahme ausgegangen, da8 ein chemisch definierter 
enzymatischer Katalysator der Rohrzuckerspaltung existiert, 
welcher durch eine bestimmte Zusammensetzung und eine be- 
stimmte Wirksamkeit definiert werden kann. Auf dieser 
Annahme beruht in gewissem Grad die Verfolgung der 
Reinigungsarbeit durch Jf, bzw. durch den Zeitwert oder 
Saccharasewert. 

Gelegentlich einer systematischen Diskussion ist von 
Euler und Svaaberg?) die Méglichkeit hervorgehoben worden, 
daB Saccharasen von verschiedenen Eigenschaften und dem- 
entsprechend verschiedenen Inversionsfihigkeiten Jf, also eine 
Reihe von Saccharasehomologen, existieren. Spiater sind wir 
bei einer Untersuchung iiber Temperaturstabilitét hierauf 
zurickgekommen.’) 

Willstatter scheint eine solche Méglichkeit nicht in 
Betracht zu ziehen, sondern spricht sich bei verschiedenen 
Anlissen immer fiir ein einheitliches Enzym aus. Eine Ent- 
scheidung liegt bis jetzt in keinem Sinne vor; auf die Dis- 
kussion dariiber, welche Tatsachen etwa fiir die Mehrheit von 
Saccharasen mit verschiedenen Inversionsfahigkeiten If geltend 
gemacht werden kénnen, kommen wir in anderem Zusammen- 
hang zuriick. 

Nicht unwesentlich fiir die Beurteilung von Enzympraparaten 
ist die prinzipielle Klarung folgender Frage: Welche Bestand- 
teile eines Enzympriparates sollen als dem Enzym 
wesentlich zugehérig angesehen werden? 





1) Euler und Svanberg, Fermentf. Bd. 4, 8. 142 (1920). 
*) Euler, Josephson u. Myrback, Diese Zs. Bd. 180, 8. 87 (1923). 
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Falls nur eine Saccharase mit einer bestimmten Inversions- 
fahigkeit Jf existiert, so scheint die Anwort verhialtnismabig 
einfach: Alle Bestandteile, durch deren Entfernung die maximale 
Wirksamkeit Ifnax (vgl. S. 137) unter sonst gleichbleibenden Ver- 
haltnissen gesteigert wird, gehéren dem Enzym nicht wesentlich 
zu.) Praktisch stellt sich gegenwiartig die Entscheidung nicht 
so einfach, da wir bis jetzt Ifmax nicht kennen. Sind wir 
gegenwartig nicht imstande, aus einer gewissen Gruppe von 
Praparaten gewisse Enzymteile anders abzutrennen, als unter 
Verlust der Wirksamkeit, so bleibt natiirlich immer die Még- 
lichkeit, daB der Verlust der Wirksamkeit und der Verlust 
der betreffenden Komponente nicht notwendig zusammen- 
gehéren. Bis aber durch reproduzierbare Versuche gezeigt 
ist, daB aus Saccharasepraparaten die betreffende Komponente 
unter entsprechender Wirksamkeitssteigerung entfernt werden 
kann, halten wir es unsererseits nicht fiir méglich, eine Ent- 
scheidung zu treffen. 

Gelingt dies bei gewissen Saccharasepriparaten, bei anderen 
aber nicht, so wiirden wir einstweilen die Annahme fir niaher- 
liegend halten, daB es sich um zwei verschiedene Saccharasen 
handelt. 

Die Auffassung von Willstaitter und Schneider wird 
etwa durch folgende Stelle gekennzeichnet, in welcher diese 
Forscher den Umstand besprechen, daB aus unserer Saccharase 
durch Trypsin gewisse Kiwei8komponenten nur unter totalem 
Aktivititsverlust entfernt werden konnten. Sie schreiben 
(a. a. O., 8. 258): ,,Diese Erscheinung diirfte so zu erkliren 
sein, daB das peptidhaltige Invertinpriparat durch den tryp- 
tischen Abbau seiner Schutzstoffe beraubt und der Zersetzung 
preisgegeben wird.“ 

Nach dieser Auffassung enthalt unser Invertinpraiparat ein 
der Saccharase nicht zugehériges, als Schutzstoff wirksames 
Peptid; wird dasselbe tryptisch abgespalten, so ist die Saccharase 
damit instabil geworden. 





1) Damit ist bereits angegeben, daB die Saccharase unter gewissen 
Verhiltnissen stabil sein mub, da sonst eine J f-Bestimmung iberhaupt 
nicht méglich ist. 
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Dabei kann es sich nun handeln 
_ entweder um eine Instabilitét gegen Trypsin, welches also 
in diesem Fall einen der Saccharase zugehérigen Bestandteil 
angreifen mu: es wiirde dies wohl dafiir sprechen, da8 dieser 
Bestandteil eine proteinahnliche (genauer peptidahnliche) An- 
greifbarkeit besitzt, 
oder aber um eine Instabilitét gegeniiber den sonstigen 
Liésungsbestandteilen, denen gegeniiber die Saccharase vorher 
stabil ist. In diesem Fall wird es iiberhaupt schwer, die 
Saccharase durch ihre Inversionsfaihigkeit zu charakterisieren. 
Nach dieser Erwigung wird man ebenfalls zu der Frage ge- 
dringt, ob es nicht geeigneter ist, sowohl chemische als 
physikalisch-chemische Feststellungen auf einen stabilen Zustand 
der Saccharase zu beziehen, und eine solche Saccharase zur 
Standardsubstanz zu wahlen, in welcher ihre Instabilitat nicht 
die Reproduzierbarkeit der Versuche beintrachtigt. Sieht man 
von einer solchen Forderung einer gewissen Stabilitét ab, so 
kann man — und dahin scheinen Willstatter und Schneider 
zu neigen — den ,,kolloiden Trager“ oder den ,,proteinihnlichen 
Teil“ oder den ,,Teil BY bei Beurteilung der Zugehdrigkeit 
einer Stoffkomponente zur Saccharase iiberhaupt auBer Betracht 
lassen und sich nur an den ,,aktiven Teil“ halten, in welchem 
auch wir den Sitz der Affinititen zum Substrat und den 
Reaktionsprodukten, und somit den Sitz der Spezifitét an- 
nehmen. Diesem ,aktiven Teil“ kommt allem Anschein nach 
ein kleineres Molekulargewicht und Aquivalent zu als dem 
»kolloiden Traiger“, und wenn wir auch nicht der Meinung 
sind, daB er sich ,frei von chemisch nachweisbaren Stoffen“ 
erweisen wird’), so liegt andererseits kein Anhaltspunkt fiir 
eine ,,Proteinahnlichkeit“ dieses Teiles vor.%) 


Tryptophan in Invertinpraparaten. 


Bis wir itiber die GréBe des Aktivititsgrades (vgl. S. 137) 
naher unterrichtet sind, mu die eingehendere chemische Unter- 





1) Vgl. Kuhn, Diese Zs. Bd. 125, S. 28 und zwar S. 81 (1928). 
*) Vgl. Euler u. Josephson, Chem. Ber. Bd. 57, $.859 und zwar 
S. 865 (1924). 
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suchung der Saccharase mit dem Aufsuchen von quantitativen 
Beziehungen zwischen dem Gehalt an gewissen Komponenten 
und ihrer Wirksamkeit beginnen. 

Als einen besonders auffallenden Bestandteil unserer 
Praparate haben wir Tryptophan gefunden und es hat sich 
gezeigt, daB der Tryptophangehalt unserer Praparate (nach 
colorimetrischen Proben beurteilt) auffallend hoch war. 

Nunmehr liegen auch aus dem Willstiatterschen Labo- 
ratorium Tryptophananalysen von Invertinpriparaten vor; die- 
selben bestitigen insofern unseren Befund, als auch Will- 
stitter und Schneider in einer Reihe von hochaktiven 
Saccharasepraparaten einen sehr hohen Tryptophangehalt nach- 
weisen konnten. So zeigte das beste von allen bisher erhaltenen 
Praparaten (S.-W. 6,67; Jf = 406) bei einem Stickstoffgehalt 
von 9,21°/, einen Gehalt an Tryptophan von 8,9°/,. Von den 
anderen, aus frischen Autolysaten bereiteten Enzympraparaten 
zeigten die héchstaktiven durchweg hohe Tryptophangehalte, 
wahrend einige weniger aktive einen kleineren Tryptophan- 
gehalt zeigten und ein Priparat von nur sehr geringer Aktivitat 
(nach Willstatter und Schneider allerdings durch Inakti- 
vierung abgeschwicht), nimlich von Jf = 12,8 bei der Priifung 
nach der Tryptophanbestimmungsmethode von Fiirth und 
Lieben keine Reaktion auf Tryptophan zeigte. ,,Die Pri- 
parate der vollkommensten Reinigung mittels Tonerdeadsorption 
aus frischen Autolysaten) erreichen die héchsten Tryptophan- 
gehalte, nimlich 8,8—9,4 °/,‘‘. 

Von besonderem Interesse sind aber die Priparate aus 
gealterten Autolysaten, welche Willstatter und Schneider 
durch Adsorption und Fallung mit Bleiacetat dargestellt haben. 
Diese Praparate zeigen nimlich gleichzeitig eine hohe Aktivitit 
(Jf = etwa 250) und geben keine Reaktion auf Tryptophan. 

Schon jetzt muB aus den vorliegenden Angaben geschlossen 
werden, daB tryptophanfreie Saccharasen existieren. 

Wenn die qualitativen Verschiedenheiten der Priparate 
aus frischen und gealterten Autolysaten aufgeklart sind, und 
reproduzierbare Methoden angegeben werden kénnen, nach 
welchen Invertinpriparate tiberhaupt unter Beibehaltung ihrer 
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Aktivitét von Tryptophan befreit werden kénnen, so bringt die 
Feststellung von Willstatter und Schneider das wesentliche 
Resultat, daB der Tryptophanrest zu der Inversionsfihigkeit 
der Saccharase in keiner oder wenigstens in keiner konstanten 
Beziehung steht. 

Sowohl in Riicksicht auf den erwihnten hohen Tryptophan- 
gehalt der Praparate von Willstatter und Schneider, als 
in Riicksicht auf die Divergenzen ihrer eigenen Resultate und 
auf die teilweisen Divergenzen mit unseren Ergebnissen werden 
wir sobald als méglich die Frage experimentell zu beantworten 
suchen, welche Umstinde in unserer Hefe und in der Miinchener 
Hefe die Abspaltbarkeit des Tryptophans aus Saccharase und 
die Beziehungen zwischen Inversionsfahigkeit und Aktivitatsgrad 
beeinflussen kénnen und unter welchen Umstinden EiweiBsalze 
des Tryptophans (wie iiberhaupt salzartige Verbindungen zweier 
KiweiBkérper) durch Adsorptionsmittel zerlegt werden kénnen. 

Bis dahin méchten wir zu unseren bis jetzt iiber den 
Tryptophangehalt gemachten Angaben nur die anscheinend 
unbeachtet gebliebene Stelle aus unserer IV. Mitteilung in 
Erinnerung bringen: | 

,2u diesen Zahlen miissen wir noch ausdriicklich betonen, 
daB sie sich nur auf unsere bis jetzt erhaltenen besten 
Saccharasepriparate beziehen. Die Frage, in welchem Grade 
diese Komponenten in den eigentlichen Enzymkern eingehen, 
la8t sich zurzeit nicht beantworten. Die Analysen anderer 
Saccharasen von anderer Herkunft sind unbedingt erforderlich, 
um eine Entscheidung iiber die konstante Zusammensetzung 
des vorliegenden Enzyms zu erméglichen.“ 























Beitrag zur Gasnarkose. 


Von 


Dr. H. W. Knipping. 


(Aus der Direktorialabteilung Krankenhaus Eppendorf (med. Univ.-Klinik). 
Direktor: Professor Brauer.) 


(Der Redaktion zugegangen am 5. Marz 1925). 


In Bd. 187 dieser Zs. berichtete ich iiber die Wieder- 
atmung bei der Gasnarkose. Der Grad der Wiederatmung 


ist begrenzt durch den Kohlensiuregehalt der Ausatmungsluft. 
Wenn man die Kohlenséiure wahrend der Narkose im ge- 
schlossenen Atmungssystem bindet, so kann man die Aus- 
atmungsluft nahezu vollstindig wiederatmen lassen, jedoch ist 
die Konzentration des narkotischen Gases wegen des wech- 
selnden Sauerstoff- bzw. Narkosegasverbrauches des Organismus 
nach wenigen Atemziigen unbekannt. Die Kenntnis der jeweils 
geatmeten Konzentration an Narkosegas ist nicht zu entbehren. 
Gasanalysen sind in der Praxis wahrend der Narkose technisch 
undenkbar. Der Unterschied der Warmeleitfihigkeit zweier 
Gase erwies sich mir fir diesen Zweck als wertvolle MeBgréBe 
bei der quantitativen Ermittlung der Zusammensetzung von 
Gemischen dieser Gase. Die jeweilige Konzentration an 
Narkosegas, die wihrend des ganzen Verlaufes der Narkose 
bekannt sein muB, lieB ich bei der Wiederatmung mit Kohlen- 
siurebindung durch einen auf dem genannten MeBprinzip be- 
ruhenden Apparat fortlaufend und selbsttaitig anzeigen. Der 
stiindliche Gasverbrauch wird durch dieses System von meb- 
reren hundert Litern auf wenige Liter eingeschrankt. 
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Die partielle Wiederatmung bei der Narkose wird zurzeit 
in fast allen Krankenhiusern der Vereinigten Staaten an- 
gewandt, jedoch ohne Kohlensiurebindung. Eine der meisten 


| dort benutzten und einfachsten Apparate fiir die Gasnarkose, 


der Gwathmeyapparat, welcher auch die Wiederatmung ge- 
stattet, sei hier kurz beschrieben. Sauerstoff und Narkosegas 
(Athylen oder Stickoxydul) werden durch getrennte Leitungen 
aus der Bombe je durch eine Regulierdiise in eine kleine 
Waschflasche gefiihrt. Die Flasche ist halb mit Wasser gefillt, 


= worin die beiden Zufuhrrobre fiir die Gase getrennt eintauchen. 
© Jedes Kintauchrohr trigt 4 oder mehr untereinander angeordnete 
Locher unterhalb des Wasserspiegels, aus welchen die betreffenden 
"3 Gase ausstrémen, um dann in Blasen hochzusteigen. Durch die 
© Disen kann der Strom jedes Gases so verandert werden, daB das 


betreffende Gas entweder nur durch ein, zwei oder mehr Liécher 


des zu dem betreffenden Gas gehérigen AusfluBrohrs ausflieBt; 
} damit sind also die eingestellte Gesamtmenge beider Gase und 


auch das prozentuale Verhiltnis derselben, wenn auch nur in sehr 


: grober Weise sichtbar und kénnen reguliert werden. (Wegen des 


wechselnden Bombendruckes ist die Regulierung durch Regulier- 
diisen allein unméglich.) Die Gase gelangen dann durch einen 
Gummibeutel von etwa 1 Liter Inhalt zur Maske, welche noch 


| mit einem Ausatmungsventil versehen ist. Je mehr dieses Aus- 


atmungsventil zugeschraubt wird, um so mehr wird von der an 


7 Narkosegas reichen Ausatmungsluft des Patienten wieder in den 


Gummibeutel gehen und nachher wieder eingeatmet werden. Bei 


Weinem groBen Grad von Wiederatmung wird aber der Kohlen- 


siuregehalt des eingeatmeten Gasgemisches eine nicht zu- 


: lissige Konzentration erreichen. Es soll deshalb der Beutel 


haufig ausgedriickt werden oder eine stirkere Frischgas- 


@zufuhr hergestellt werden. Es lit sich leicht berechnen, dab 


die Gasersparnis bei diesem Verfahren nur eine sehr geringe 
sein kann. Ich sah in den Vereinigten Staaten den Gas- 
verbrauch trotz dieser partiellen Wiederatmung 400 Liter des sehr 


@teuren Frischgasgemisches pro Stunde gelegentlich iibersteigen. 


Kine maximale Gasersparnis ist wegen der Kostspieligkeit 


der Narkosegase und wegen der Belastung der Kliniken durch 
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die Beschaffung und Neufillung vieler Gasbomben erwiinscht. 
Um die Gasersparnis zu vergréBern, Offnet man vielfach eine 
FrischlufteinlaBklappe, so daB der Patient auBer der Gas- 
mischung aus dem Apparat noch frische Luft bei der Ein- 
atmung einzieht, wodurch natiirlich die Kohlensiureanhiufung 
seltener eintritt, der Grad der Gasersparnis gré8er wird, aber 
die Konzentration des geatmeten Gasgemisches unbekannt und 
sicher tiefer als die durch die Diisen eingestellte ist. Der 
fir die Operation erforderliche Grad von Narkosetiefe wirde 
dadurch in Frage gestellt werden, wenn man nicht gleichzeitig 
relativ groBe Athermengen zufiigte. So wurde bei einer 
Hernienoperation z. B. trotz Gasnarkose noch etwa 70g Ather 
verbraucht, wihrend unser Bestreben sein mu, Ather und 
Chloroform méglichst einzuschranken, bzw. auszuschalten zu- 
gunsten der weniger schidlichen Gasnarkose. Diese Gas- 
ersparnis durch Frischluftzufuhr ist deshalb nicht empfehlens- 
wert. Das Maximum an Gasersparnis ist bestimmt durch die 
Konzentration der Kohlensiure in Prozentwerten, welche bei 
lingeren Narkosen, ohne den Patienten zu schidigen, ge- 
stattet werden darf. Das Minimum an Gaszufuhr, welches diesen 
Kohlenséuregehalt im Beutel nicht tiberschreiten laBt, ist fir 
jeden Apparattyp empirisch festzustellen. Diese optimale Ge- 
samtgasmenge pro Zeiteinheit ist jedoch bei der ungenauen 
und groben Reguliervorrichtung des Gwathmeyapparates nicht 
immer reproduzierbar, zumal die Narkosegaskonzentration durch 
die gleiche Vorrichtung im Verlauf der Narkose hiufig ge- 
andert werden mu8. Bei vermehrtem Atemvolumen, speziell 
zu Beginn der Narkose — bei der Narkose kann das Gesamt- 
atmungsvolum von der Norm bis auf das dreifache ansteigen — 
miissen auch abgesehen von den genannten Minimalgasvolumen 
gréBere Gesamtgasmengen einstellbar sein. Alle Versuche, 
das Gwathmeymischprinzip zu gréBerer Genauigkeit zu ent- 
wickeln, erwies sich mir als aussichtslos in dem Augenblick, 
wo die erwaihnten Anderungen sowohl des prozentualen 
Mischungsverhiltnisses als auch des Gesamtvolumen durch die 
Vorrichtung genau einstellbar sein miissen und man mit einem 
wechselnden Bombendruck zu rechnen hat. 








Beitrag zur Gasnarkose. 147 


Neben dem Gwathmeyapparat ist der Mc. Kessonsche 
Apparat einer der am meisten in den Vereinigten Staaten ver- 
wandten. Er entspricht den genannten Anforderungen fiir eine 
optimale ohne Kohlensaiurebindung und ohne den bedenklichen 
Rickschritt in unndtigen, erheblichen Atherverbrauch mdgliche 
Gasersparnis und eine exakte Einstellung prozentualer Gas- 
gemische wohl am meisten, allerdings durch eine viel kom- 
pliziertere und dadurch nicht betriebssichere Konstruktion wie 
der Gwathmeyapparat. Die beiden Gase, Sauerstoff und Narkose- 
gas passieren wie auch beim Whiteapparat je einen Druckregulator 
bekannter Art, durch welchen der Arbeitsdruck unabhangig von 
dem beim Gebrauch standig abnehmenden Bombendruck auf einen 
bestimmten, immer gleich bleibenden Druck automatisch reduziert 
wird. Diese Regulatoren fiir beide Gase sind kostspieliger als 
die oben erwihnte, die Gaskonzentration im Wiederatmer auto- 
matisch anzeigende MeBkammer und im Betrieb sehr empfindlich. 
Das gute Funktionieren derselben ist im Betrieb, wenn nicht noch 
2 Manometer besonders fiir diesen Zweck eingebaut sind, nicht 
zu iibersehen. Beide Gase passieren nach dem Regulator je 
eine Regulierdiise, durch welche eine genaue EHinstellung des 
prozentualen Mischungsverhiltnisses beider Gase bewirkt wird, 
um dann in einen Gummibeutel einzustrémen. Eine Ventil- 
steuerung drosselt beide Gase in dem Augenblick, wo der 
Gummibeutel gefillt ist. Zwei Hebel werden gespreizt durch 
die Fillung des Beutels und drosseln dadurch die Ventile 
dieser Vorrichtung und 6ffnen sie, wenn der Beutel leer ist. 
Zwischen Patienten und Beutel ist noch eine Schaltvorrichtung 
eingefiigt, welche den Grad der Wiederatmung bzw. Frisch- 
gasatmung einzustellen erlaubt. Durch die Ventilsteuerung 
am Beutel ist eine Reguliervorrichtung fir die Gesamtgasmenge 
tiberfliissig, Der Apparat gestattet also, das prozentuale 
Mischungsverhiltnis beider Gase und auch den Grad der 
Wiederatmung, der wegen der Anhaufung von Kohlensiure 
noch zulassig ist, immer genau einzustellen. Der Apparat ist 
jedoch kompliziert und empfindlich und die Gasersparnis ist 
nur gering. Wenn nicht besonders beabsichtigt ist, durch 
starke Kohlensiurewiederatmung z. B. am SchluB der Narkose 
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und den dadurch bewirkten Reiz auf das Atemzentrum die 
Narkosegase kraftig auszuventilieren, ist der Grad der Wieder- 
atmung héchstens 50°/,. Die Gasersparnis ist entsprechend 
sehr gering, verglichen mit der Gasersparnis durch das System 
mit MeBkammer und Kohlensiurebindung. 

Eine nahezu vollstindige Wiederatmung und entsprechend 
sehr groBe Gasersparnis ist nur bei gleichzeitiger Bindung der 
ausgeatmeten Kohlensiure unter den Bedingungen wie oben 
angegeben ist, méglich. Die komplizierten Apparate wie der 
von mir angegebene mit Kohlensiurebindung und MeSkammer 
oder der Mc. Kessonapparat u. a. kommen im wesentlichen fir 
Krankenhauser in Betracht, bei denen wegen groBer Operations- 
stundenzahl der jahrliche Gasverbrauch von Bedeutung ist. 
AuBerhalb derselben wird man im Interesse der Einfachheit 
und Transportabilitit des Apparates auf die volistandige Wieder- 
atmung verzichten und einen Apparat von der Einfachheit etwa 
des Gwathmeyappares trotz seiner Mangel wiinschen. 

Die Anforderungen an einen sehr einfachen aber die 
Miangel des Gwathmeyapparates vermeidenden und genauen 
Apparat sind ungefihr folgende: 

1. Méglichkeit, das Mischungsverhiltnis genau einzustellen. 

2. Die Gesamtgasmenge pro Zeiteinheit muB genau regulier- 
bar sein, so daB die als optimal erprobte Gesamtmenge Frisch- 
gas bei der partiellen Wiederatmung immer reproduzierbar ist 
und nicht mehr, wie gerade bei den einfachen Apparaten 
iiblich, stirkere Grade von Cyanose (leichte Grade von Cya- 
nose sind wegen der an sich etwas cyanotischen Farbe der 
z. B. in Stickoxydolnarkose befindlichen Patienten nur schwer 
zu erkennen) als Indicator fiir ungeniigende Frischgaszufubr 
dienen. Es miissen im ganzen etwa 2 oder 3 verschiedene 
Gesamtvolumen einstellbar sein. Die Gasersparnis bei einem 
solchen Apparat ist die maximal bei derartig einfachen Systemen 
mégliche; sie ist natiirlich gering gegeniiber dem Apparat mit 
Me8kammer und Kohlensiurebindung. 

Diese zwei Bedingungen lassen sich leicht durch folgende 
Vorrichtung erfillen, die ich fiir die Zwecke der Stickoxydul. 
narkose, allerdings nur im Laboratorium erprobt hatte. 
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Jedes Gas passiert eine Regulierdiise mit zugehérigem 
Manometer, beide von einfachstem Typus, wie bei den Kohlen- 
siurebomben iiblich. Die Gase gehen dann zum Beutel und 
von hier zum Patienten. Bei entsprechender Diisenstellung 
entspricht jedem Zeigerausschlag ein bestimmter Literdurch- 
gang pro Minute. Fiir die hier in Frage kommenden Zeit- 
raume und bei der relativ geringen Entnahme sind die Vor- 
richtung ebenso wie auch die iiblichen Ventile an den Kohlen- 
siurebomben unabhingig von dem wechselnden Bombendruck 
und arbeiten sehr genau, da jede Anderung der Diisenleistung 
durch Nachlassen des Bombendruckes in gréBeren Zeitriumen 
auch am Arbeitsdruckmanometer sichtbar und korrigierbar ist. 
Die Zifferblatter der beiden einfachen Manometer bekommen 
statt der bisher iiblichen Skalen ein: konzentrisches Skalen- 
system, dessen Prinzip hier an einem Beispiel gezeigt wird. 
Jedes der beiden Manometer hat eine bogenférmige Skala, an- 
steigend von z. B. 0 bis 16 Liter.. Die Skala ist gleichzeitig 
beschriftet mit den Prozentzahlen, z. B. 25, 50 und 100, also 
25.°/, zusammenfallend mit 4 Litern, 50°/, mit 8, 75°/, mit 12 
und 100°/, mit 16 Litern (minutlicher Durchgang). . Jede pro- 
zentuale HKinstellung eines Gemisches der beiden Gase ergibt 
also immer ein Gesamtvolumen von 16 Litern, z. B. 25°/, Sauer- 
stoff = 4 Liter und 75°/, Athylen = 12 Liter, zusammen 16 Liter 
Frischgas. Parallel zu dieser Skala aber mit gréBerem Radius 


| | befindet sich auf jedem Manometerzeigerblatt je eine weitere 
* kreisférmige Skala, die begrenzt wird durch die beiden Radien, 


welche vom Zeigerdrehpunkt durch Punkt 0°/, und 50°/, der 
ersten Skala gehen. Wenn der Zeiger auf dem Endpunkt der 
zweiten Skala steht, welcher mit 100°/, beschriftet wird, so 
schneidet er die erste Skala auf den Punkt 50°/, = 8 Liter. 
Diese Zeigerstellung entspricht also einem minutlichen Durch- 
gang von 8 Litern. Beide Manometer bekommen dieselbe 
zweite Skala; jedes auf den beiden zweiten Skalen eingestellte 
prozentuale Gasgemisch wird also immer eine Gesamtmenge 
von 8 Litern haben. Jedes Manometer kann noch eine weitere 
dritte Skala mit noch gréBerem Radius und kleinerem Sektor, 


) bekommen, welche prozentuale Gasgemische mit einem Gesamt- 
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volumen von z. B. 4 Liter einzustellen erlaubt. Die Vorrichtung 
gestattet also.mehrere Gesamtvolumen und bei jedem von diesen 
jedes prozentuale Verhiltnis der Gase einzustellen. Die zu 
einer solchen Vorrichtung benutzten Diisen miissen gut ge- 
arbeitet sein und sowohl bei groBen und kleinen Durchgangs- 
mengen eine feine Regulierung erlauben. 

Bei einer normalen mittleren AtemgréBe von z. B. 8 Litern 
pro Minute wird bei diesem Narkoseapparattyp einmal festgestellt, 
welche Gesamtmenge 4 wahrend des Gebrauches durchflieBen 
mu8, um die Kohlensiurekonzentration im Beutel, wohin immer 
ein Teil der Ausatmungsluft gelangt, nicht iiber z. B. 3/, °/, an- 
steigen zu lassen. Diese Zahl 4 ist abhangig von den Apparat- 
abmessungen und ist auch rechnerisch fiir jeden Apparattyp 
festzulegen. Ferner ist das entsprechende Frischgasvolumen 8 
zu bestimmen, welches bei extrem groBer Atmung notwendig 
ist. Diese Werte miissen immer reproduzierbar sein. Die Mano- 
meter bekommen je eine Skala fiir ein Gesamtvolum 4 mit 
der prozentualen Unterteilung 0O—100°/, und eine weitere kon- 
zentrische fiir das Gesamtvolum B, ebenfalls mit prozentualer 
Unterteilung (0—100°/,), abnlich wie oben fir 16,8, und 4 Liter | 
Gesamtvolumen als Beispiel ausgeftihrt ist. Wenn gewiinscht, | 
kénnen noch weitere Skalen fiir andere einstellbare Gesamt- |¥ 
mengen angebracht werden. Bei dem normalen Verlauf der |% 
Narkose wird man sich nur auf der Skala A bewegen und |) 
auf dieser Skala die durch den Gang der Narkose bedingten | ¥ 
prozentualen Gasmischungszahlen sofort einstellen kénnen. Bei |j 
erregter Atmung wird man auf der Skala B die gleichen Kon- |) 
zentrationen einstellen. Die oben erwahnten Nachteile des Gwath- | 
meyapparates werden durch diesen einfachen und doch sehr | 
genau arbeitenden Apparat vermieden. Die beiden hier ver- | 
wandten Diisen mit Manometer unterscheiden sich von den 
iiblichen, bei Kohlensiurebomben verwandten nur durch dieses 
konzentrische Skalensystem auf dem Manometerzifferblatt. Der 
Narkoseapparat besteht aus diesen beiden Diisen und dem 
genannten Gummibeutel und erfillt alle oben entwickelten 
Forderungen fiir die Gasnarkose ohne einen besonderen Gesamt- 
volumregler, der abgesehen von der Verteuerung einige Nach- 
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teile bringen wiirde, und ohne die Notwendigkeit eines Rechen- 
exempels bei jeder neuen Einstellung fir den Narkotiseur. Im 
Tierexperiment stieg auch bei langen Narkosen der Kohlen- 
siuregehalt nicht iiber die vorher durch die Frischgasmenge 
festgelegte Konzentration und es wurde die ohne Kohlensdure- 
bindung maximal mégliche Gasersparnis erzielt. 

Bei den Gasen, welche zur Anwendung als Narkotikum 
gewaschen werden miissen, zog ich die Narkosegasleitung 
zwischen Diise und Manometer auseinander und legte die 
Waschvorrichtung z. B. Wasser-Waschflasche fiir Aceton bei 
Acetylen in diese Leitung. Da der Druckverlust des Gases 
durch eine solche Waschvorrichrichtung einigermaBen konstant 
gehalten werden kann, so arbeitet die Gasdtise ebenso zu- 
verlassig, wie ohne Waschvorrichtung. Das Manometer muf 
nur in anderer Weise geaicht werden. 

Da Acetylen- und Athylen-Sauerstoffgemische sehr viel 
explosibler sind uls die reinen Gase selbst, so erscheint die 
getrennte Leitung der Gase bis zum Beutel bei diesem Apparat 
als vorteilhaft. Dieses Moment ist nicht unwichtig, da z, B. 
in den Vereinigten Stauten schon eine groBe Zahl von Explo- 
sionen bei Athylennarkosen vorgekommen ist. 

Wenn nicht gleichzeitig mit der prozentualen Zusammen- 
setzung der Gase auch die Gesamtmenge des Gasgemisches 
varliert zu werden brauchte, so ware die einfachste Lésung der 
Apparatfrage ein Manometer, dessen Membran auf der einen 
Seite durch den Sauerstoffdruck und auf der anderen Seite 
durch den Narkosegasdruck beeinfluBt wird und deren Aus- 
schlag, auf Zeiger iibertragen, in Prozentwerten geaicht ist. 
Der Narkoseapparat wiirde dann nur aus diesem Manometer 
und einem Gummibeutel bestehen. Indessen sind bei Verainde- 
rung der Gesamtmenge die fir ein bestimmtes Gesamtvolumen 
geaichten Prozentwerte nicht mehr maSgebend. 

Ebenso ist auch eine Vorrichtung, bei der die Regulie- 
rung des Mischungsverhiltnisses beider Gase durch zwei Diisen, 
die Regulierung der Gesamtmenge aber durch Veranderung 
des Strémungswiderstandes in der den beiden Gasen nach 


ihrer Vereinigung gemeinsamen Leitung (Gesamtvolumenregler) 
11* 


























152 H. W. Knipping, 


bewirkt wird, nicht genau, weil die Druckabhangigkeit der Vis- 
cositat der beiden Gase verschieden ist. 

Eine starke Einschrankung des Gusverbrauches ist, wie 
erwahnt, nur bei gleichzeitiger Entfernung der Kohlensiure aus 
der Ausatmungsluft zu erzielen. Sie ist schon von Jackson 
in St. Louis versucht werden. Sie hat sich aber nicht be- 
wahrt, weil bei vollstandiger oder nahezu vollstandiger Wieder- 
atmung schon nach kurzer Zeit die Konzentration im Atmungs- 
system sich in unkontrollierbarer Weise andert, teils durch 
den wechselnden Sauerstoff bzw. Narkosegasverbrauch im 
Organismus, teils durch Undichtigkeiten. Die Konzentration 
des jeweils geatmeten Gasgemisches muB immer bekannt sein. 
Wenn man wie bei den amerikanischen Systemen aber den 
Apparat in kurzen Zeitriumen ausleert oder einen dauernden 
Durch- bzw. Uberlauf von frischem Gasgemisch herstellt, um 
die Ansammlung von Gasgemischen unbekannter Konzentration 
zu verhindern, so ist der Gasverbrauch wieder fast so grob 
wie ohne Kohlenséiurebindung. Die Kohlensaurebindung allein 
erlaubt deshalb nicht die maximal mégliche —ees 
des Gasverbrauches. 

Diese Schwierigkeit wird durch Sintiticsne der er- 
wihnten, fortdauernd anzeigenden MeBkammer vermieden, so 
da8 man wahrend der Narkose nur die geringen verbrauchten 
Sauerstoff- oder Narkosegasmengen ersetzen muB, bzw. bei 
Undichtigkeiten korrigiert. Im Experiment laBt sich eine be- 
liebig lange Narkose mit MeBkammer, Beutel und Kalkpatrone 
durchftihren, wobei Narkosegas nur im Anfang bis zur Satti- 
gung des Organismus mit demselben und Sauerstoff nur ent- 
sprechend dem geringen Sauerstofiverbrauch des Organismus 
in das System eingelassen werden muB. Die Ersparnis war 
bei langeren Narkosen tiber 95°/, des Sauerstoff- bzw. Gas- 
verbrauches mit den alten Systemen. Durch die erhebliche 
Kinschrankung des Gasverbrauches ist es méglich, sehr kleine 
Gasbomben zu verwenden. Der Apparat wird dadurch sehr 
handlich, Da der Beutelinhalt (ca. 4 1) nur langsam leer- 
geatmet wird, eriibrigt sich ein Gesamtvolumenregler. 

- Die Temperatur der Kammer speziell des darin eingebauten 
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Drahtes iibersteigt auf keinen Fall 70°. Das System erwies 
sich als ungefahrlich fiir explosible Gase und Dampfe. 

Wechselnde Verunreinigungen der Gase durch Wasser- 
stoff, wie z. B. bei technischem Acetylen (Narkoseacetylen ist 
nahezu wasserstoffrein) wiirden die MeBkammeranzeige stiéren. 
Die Warmeleitfahigkeit von Wasserstoff verhalt sich zu der 
von Sauerstoff wie 700:101. Indessen enthalt auch das in 
den Vereinigten Staaten in sehr groBem Umfang zur Narkose 
verwandte Athylen nur so geringe Mengen Wasserstoff, dab 
die Kammeranzeige nicht gestért wird. Die MeBkammer ist 
ebenso betriebssicher und kompendiés, wie die bei den guten 
amerikanischen Narkoseapparaten gebraiuchlichen Konstruktions- 
teile (Regulator, Ventilsteuerung). 

Durch entsprechend geringe Dimensionen des Me8kammer- 
raums (wenige ccm) und andere MaSnahmen kann man die 
durch die kontinuierliche Erneuerung des Kammerinhaltes be- 
dingte Anzeigeverzégerung auf wenige Sekunden reduzieren. 

Der fiir die vollstindige Wiederatmung bei dem Apparat 
mit Me8kammer erwiinschte dichte Anschlu8 des Patienten 
laBt sich am besten durch eine Maske bewirken, die nur den 
Mund bedeckt. Die Nase wird durch eine Klammer wie bei 
der Gasstoffwechseluntersuchung geschlossen. Bei Gesichts- 
masken stéren haufig groBe Undichtigkeiten am Nasenriicken, 
an den Backenknochen und anderen Stellen. 

Ein guter dichter Anschlu8 ist auch durch die in den 
Vereinigten Staaten bei der Gasnarkose vielfach verwandten 
NasenanschluBstiicke zu erreichen. 
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_ Viele der bisher bekannten Gasstoffwechselapparate (Petten- 
kofer, Hoppe-Seyler, Rubner, Grafe, Rolly) erfiillen 
alle Anforderungen, die wir an eine einwandfreie Gasstoff- 
wechseluntersuchung stellen miissen: Gleichzeitige und genaue 
Ermittlung von Sauerstoff und Kohlensaure, eine nahezu der 
Norm entsprechende Atemmechanik wihrend der Versuchszeit. 
Die verschiedenen Verbesserungen und neuen Systeme der 
allerjiingsten Zeit bezwecken lediglich, die Methodik und Appa- 
ratur bei gleicher Leistung zu vereinfachen. Insbesondere die 
sich zurzeit vollziehende Einfiihrung der Gasstoffwechselunter- 
suchung in die Klinik erfordert eine wesentliche Vereinfachung 
der friiher tiblichen Methoden. 

Die Bestimmung des Sauerstofis allein ist leicht und ein- 
fach. Die beiden wichtigsten Methoden sind die von Benedict 
und Krogh. Bei dem einfachen Benedictapparat zur Bestimmung 
des Sauerstoffs kreist Luft in einem geschlossenen System, be- 
stehend aus Pumpe, Spirometer (welches auch ein Registrier- 
spirometer sein kann), Natronkalkgefa8 und AnschluBstiick fiir 
den Patienten. Der Patient holt aus diesem System seine 
Atmungsluft und gibt sie wieder hinein. Die Systemluft wird 
durch die Pumpenarbeit im Apparat herum und somit auch 
durch das Natronkalkgefi8 getrieben, wo die Kohlensiure der 
Ausatmungsluft hingen bleibt. Die Verminderung der System- 


























1) Literatur zu den erwihnten Systemen vgl. Grafe, Handbuch der 
biolog. Arbeitsmethoden von Abderhalden, Abt. IV, Fol. 10, H. 2. 














Beitrag zur Technik der Gasstoffwechseluntersuchung. 155 


luft in der Versuchszeit ist der Sauerstofiverbrauch der Ver- 
suchsperson. Die Atmung an diesem System ist frei und leicht, 
weil die Reibungsarbeit in den Leitungen und dem Natron- 
kalkbehalter nicht von der Lunge des Patienten, sondern von 
der Pumpe iiberwunden wird. Beim Kroghschen Apparat 
werden EKin- und Ausatmungsluft durch Ventile getrennt. Der 
Patient ist durch eine Ein- und Ausatmungsleitung mit dem 
Spirometer verbunden. In der Ausatmungsleitung (am Boden 
des Spirometers) liegt ein Natronkalkbehalter zur Kohlensiure- 
bindung. Der Patient hat also mit seiner Lungenkraft auBer 
den Ventilen die Reibung in den Leitungen und den Wider- 
stand des Natronkalkbehalters zu iiberwinden. Jedoch spielt 
dieser Widerstand bei den weiten und kurzen Leitungen des 
einfachen Kroghsystems keine groBe Rolle, zumal nur der 
Sauerstoff bestimmt wird. Das Spirometer ist ein Registrier- 
spirometer mit Kymographiontrommel. 

Weniger empfehlenswert sind einige in den Vereinigten 
Staaten gebrauchliche Systeme, bei denen sowohl auf das Prinzip 
der kreisenden Luft (Benedict u.a.) als auch der Trennung 
von Kin- und Ausatmungsluft (Krogh) verzichtet wird. Bei 
diesen Apparaten (Roth u. a.) ist der Patient mit dem Spiro- 
meter oder dem MeBbeutel durch eine Leitung verbunden und 
in dieser Leitung liegt ein Natronkalkbehilter oder eine Shn- 
liche Vorrichtung zur Kohlensiurebindung. Bei diesen Systemen 
pendelt immer eine gewisse Menge kohlensdurehaltiger Luft 
aus der Leitung zwischen dem Patienten und dem Kalkkasten, 
ebenso pendelt die nicht ganz kohlensiurefreie Luft aus dem 
zum Patienten gewandten Teil des Kalkkastens hin und her; 
es wird also immer eine relativ groBe Menge kohlensiure- 
reicher Luft wieder geatmet. Wahrend geringe Abweichungen 
des Sauerstoffpartialdruckes der Atmungsluft von dem der 
atmosphirischen Luft ohne KinfluB auf die Untersuchungs- 
resultate sind, ist die Beeinflussung der Resultate bei der 
Atmung kohlensiurehaltiger Luft nicht zu vernachlassigen. Bei 
Wiederatmung kohlensiurehaltiger Exspirationsluft vergréBert 
sich das Gesamtatmungsvolumen. Wenn auch der _hierfir 
anzusetzende Energieaufwand nach den Untersuchungen von 
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Liljestrand}) gering ist, so ist doch die Exaktheit der Unter- 
suchung dadurch in Frage gestellt, daB das Wiederatmen 
kohlensaurehaltiger Luft Unbehagen verursacht. Unbehagen 
erschwert das EKinhalten der vorsitzlichen Muskelruhe nicht un- 
wesentlich. (Siehe die Untersuchungen von Gad.*) Die Menge 
der erwihnten Pendelluft ist nicht unbedeutend, weil weite 
Leitungen bei Respirationsapparaten erwiinscht sind und auch 
eine bestimmte Linge der zum Patienten fiihrenden Leitung 
zur Einschaltung der meist liegenden Patienten notwendig ist. 
Wenn man die Leitungen enger macht, so vermehrt sich der 
Atmungswiderstand. Beide Ubelstinde werden gleichzeitig 
durch die sogenannten Kreislaufapparate vermieden s. u. 

Die gleichzeitige Sauerstoff- und Kohlensaiurebestimmung 
erfordert ungleich kompliziertere Apparate. In den Kliniken 
hat sich indessen gezeigt, da8 die Bestimmung auch der Kohlen- 
siure gleichzeitig mit dem Sauerstoff notwendig ist.*) Es ist 
das Verdienst Benedicts, den ersten Apparat zur gleich- 
zeitigen Sauerstoff- nnd Kohlensiurebestimmung gebaut zu 
haben, der einfach und genau genug war, um in gréBerem 
Umfang in der Klinik verwandt zu werden. Im Gegensatz 
zum ‘Tissotapparat und anderen Alteren Apparaten ist keine 
zeitraubende Gasanalyse erforderlich. Ferner ist méglich, mit 
diesem Apparat 15 minutliche Untersuchungen auszufihren, 
wihrend kurze Versuche bei den groBen Kastenapparaten keine 
genauen Werte geben. Kurze Untersuchungen von 15 Minuten 
sind fiir manche Fragestellungen notwendig. Auch dieser 
Apparat. ist, wie der oben erwahnte einfache Benedictapparat 
zur Sauerstoffbestimmung ein Kreislaufapparat. Die Luft wird 
durch mehrere Schwefelsiureflaschen getrieben, in denen der 
Wasserdampf der Exspirationsluft sicher gebunden wird. Hinter 
diese Schwefelsiurewaschflaschen ist ein Natronkalkturm ge- 
schaltet, in dem die Kohlensiure gebunden wird. Das bei 
diesem ProzeB frei werdende Wasser wird in einer mit dem 





1) G. Liljestrand, Skand. Arch. Physiol, Bd. 35, S. 199 (1918). 

*) Gad, Arch. (Anat. u.) Physiol. Bd. IV, 8. 1 (1880). 

*) H. W. Knipping, Deutsches Archiv f. klin. Medizin Bd. 145, 
H. 3/4 (1924). 
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Kalkturm zusammengeschalteten weiteren Schwefelsiurewasch- 
flasche festgehalten, Turm und dazu gehérige Waschflasche 
werden auf einer groBen Prizisionswage vor und nach dem 
Versuch gewogen. Uber eigene Erfahrungen mit diesem System, 
Fehlerquellen usw. vgl. frihere Mitteilungen.’) ?) 

- Indessen ist vielfach versucht worden, auch das Krogh- 
system fiir die gleichzeitige Sauerstofi- und Kohlensiure- 
bestimmung nutzbar zu machen. CLEinige dieser Systeme 
(Barenne und Burger, Helmreich und Wagner *)*) habe ich 
schon besprochen. Neuerdings ist von Liebesny') eine weitere, 
vom Kroghsystem ausgehende Methodik beschrieben worden. 

In die Exspirationsleitung des oben beschriebenen Krogh- 
apparates ist noch eine Trocknungsvorrichtung (Schwefelsaure 
und Calciumchlorid) eingebaut. Der Kalkbehalter ist in die 
Exspirationsleitung gelegt. Er ist durch eine sinnreiche Vor- 
richtung freischwebend in einer Registrierwage aufgehangt, 
welche die Kohlensiurezunahme anzeigt. Die Wagenempfind- 
lichkeit wird eingeschrankt durch die notwendige GréBe des 
Kohlensdureabsorptionsbehalters wie auch beim Benedictapparat. 
Damit die ExspirationsstéBe die Wagung nicht stéren, ist eine 
komplizierte elektrische Dampfungsvorrichtung an der Wage 
bzw.. an dem Ausatmungsventil angebracht. Das Spirometer 
registriert auf einer Kymographiontrommel. Die Schwierig- 
keiten bei dem System, wenn genaue Werte erzielt werden 
sollen, sind die vermehrte Atemarbeit fiir den Patienten und 
die zuverlassige Trocknung der Ausatmungsluft vor der Bindung 
der Kohlensiure im Natronkalk. Die Wasserdampfmenge, 
welche eine nicht ausreichende Trocknungsvorlage passiert, 
bleibt im Natronkalkbehilter hingen und verursacht Fehler 
bei der gewichtsanalytischen Kohlensaurebestimmung. 





1) H. W. Knipping, Deutsches Archiv f. klin. Medizin Bd. 145, 
H. 8/4 (1924). | 

*) H. W. Knipping, Zs. f. d. ges. exp. Med. Bd. 16, H. 1/8 (1924). 

*) Barenne u. Burger, Klin. Wochenschr., 3. Jhrg., Nr. 13, S. 406. 

*) Helmreich u. Wagner, Klin. Wochenschr., 3. Jhrg., Nr. 18, 
S. 395. | 


5) Liebesny u. Schwarz, Biochem. Zs. Bd. 154, H. 3/6, S. 191 
(1924). : 
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' Die Ausatmungsluft, es handelt sich bei einem 10 Minuten- 
versuch um etwa 80—100 Liter, enthalt etwa 5°/, = 5 Liter 
= 5g Wasserdampf, wihrend in derselben Versuchszeit vom 
Patienten etwa 5 g Kohlenséure ausgeschieden und gewogen 
werden. Calciumchlorid trocknet bis zu einer relativ hohen 
Dampfspannung. Schwefelsiure trocknet absolut, aber nur 
dann, wenn das Gas in innige Berithrung mit der Schwefel- 
siure gebracht wird, am besten wenn das Gas eine bestimmte 
Fliissigkeitssiule von Schwefelsiure passieren mu8. Letzteres 
geht aber nicht bei diesem System, weil man den Patienten 
nicht wihrend der ganzen Versuchszeit, ohne erhebliche Atem- 
arbeit zu verursachen, durch eine Waschflasche ausatmen lassen 
kann. Eine bestimmte Atemarbeit, welche die normale Atem- 
arbeit bei absoluter Muskelruhe iibersteigt, verindert die normale 
Atemmechanik und den Grundumsatz. Eine Calciumchlorid- 
vorlage hat einen geringen und tragbaren Strémungswiderstand, 
trocknet jedoch nicht. vollstindig. Bei einem mittleren Aus- 
atmungsvolumen von 100 Liter fiir 10 Minuten und einer 
Wasserdampfspannung des Trocknungsmittels z. B. von 7 mm Hg 
wiirde in 10 Minuten 1 g Wasser passieren, als Kohlensaure 
gewogen werden, und bei einer 10 minutlichen Kohlensiure- 
ausscheidung von 5g einen Kohlensaurefehler von 20°/, machen. 

Diese Griinde hatten bei der gewichtsanalytischen Kohlen- 
Siurebestimmung das Benedictsche Kreislaufsystem mit durch 
Pumpe bewirktem Systemluftkreislauf als vorteilhafter erscheinen 
lassen, weil mehrere Schwefelsiurewaschflaschen eingeschaltet 
werden kénnen, die Wasserbindung und damit.auch die Kohlen- 
siurebestimmung sicherer und genauer ist. Kine Bindung des 
bei der Kohlensiurebindung im Kalk entstehenden und aus dem 
Kalkbehilter entweichenden Wassers kénnte beim Liebesny- 
apparat hinter dem Kalkbehilter vorgenommen werden, weil dieses 
Wasser sonst der Wigung entgeht und ebenfalls, wie das Wasser 
der Ausatmungsluft, Fehler macht. Dieser Behilter miiBte gleich- 
zeitig mit dem Kalkbehilter wie beim Benedictapparat gewogen 
werden. Jedoch verringert sich durch die Vermehrung der zu 
wiegenden Massen die Wagenempfindlichkeit. Da die Reibungs- 
arbeit in diesem komplizierten System von der Lunge des 
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Patienten tiberwunden werden muB, so erfillt der Apparat nicht 
alle unten genannten Forderungen fiir Gasstoffwechselsysteme 
iiberhaupt: freie, méglichst der Norm entsprechende Atmung. 

Kin weiterer, auch aus dem Kroghapparat hervorgegangener 
Gasstoffwechselapparat vermeidet diesen Ubelstand, indem er zu 
dem durch Motorkraft kreisenden Luftsystem wie beim Benedict- 
apparat iibergeht. Dieser Apparat, kiirzlich von Bernhard?) 
angegeben, hat mit dem Kroghapparat nur noch das Registrier- 
spirometer gemein — die anderen Gasstoffwechselsysteme ge- 
statten natiirlich ebenfalls die Spirometerbewegung zu registrieren. 

Das System besteht aus 2 Pumpen mit zugehérigem Motor, 
2 Spirometern und der iblichen Registriervorrichtung, An- 
schluBstiick fir den Patienten, Vorrichtung zur Kohlensiure- 
bindung usw. Pumpe und Spirometer stehen in einem Wasser- 
bad von etwa 100 Liter Wasser. Beide Pumpen haben eine 
gemeinsame Rotationsachse, so daB die Leistungen beider bei 
gleichen Abmessungen und unter Zuhilfenahme einer Kompen- 
sationsvorrichtung gleich sind. Der Weg der Systemluft ist, 
vom Patienten zur Pumpe I, Spirometer I, Pumpe I, Spiro- 
meter IT und zum Patienten zuriick. Die Vorrichtung zur 
Kohlensaiurebindung liegt im Spirometer I. Wenn kohlen- 
siurefreie Luft kreist, so wird Pumpe I zum Spirometer I 
soviel Luft zufiihren, wie Pumpe II vom Spirometer I absaugt. 
Der Stand des Spirometers I wird also konstant bleiben. 
Wenn die Systemluft Kohlensiure enthalt, wird dieselbe im 
Spirometer gebunden werden und das Spirometer I wird um 
diesen Betrag fallen, so da8 also vom Spirometer I die Kohlen- 
siureausscheidung des Patienten registriert wird. Das Spiro- 


; = meter II registriert entsprechend, da gleichzeitig vom Patienten 
 Sauerstoff verbraucht wird, die Differenz von Sauerstoff und 


Kohlensiure. Damit ist also auch der Sauerstoffverbrauch 
bestimmt. Spirometer I und II werden nur genau anzeigen, 
wenn die Pumpen genau gleich laufen. Druckschwankungen 
im Spirometer beeinflussen die Pumpenleistung und diese 
wieder den Spirometerstand, was bei den geringen zu messen- 
den Volumen und der groBen Férderungsleistung nicht un- 


1) Biochem. Jl. Bd. 18, Nr. 6, 8. 1801 (1924), 
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wichtig ist. Das System ist natiirlich sehr temperaturempfind- 
lich bei den groBen in dem System vorhandenen Gasvolumen 
und den geringen, ausnutzbaren bzw. zu messenden Volumen. 
Trotzdem ist leicht einzusehen, da8 bei sorgfaltiger Handhabung 
und in kurzen Versuchen sehr exakte Resultate zu erzielen 
sein miissen, zumal die Atmung wegen der rotierenden System- 
luft wie beim Benedict- und dhnlichen Apparaten frei und 
leicht ist. Die maximal mégliche Versuchslinge ist durch den 
ausnutzbaren Raum des Spirometers I begrenzt, wenn dieser 
5—6 Liter betragt = 10—15 Minuten. 

Da Bestrebungen, exakte Gasstoffwechseluntersuchungen 
noch weiter zu vereinfachen, noch nicht abgeschlossen sein 
diirften und in der letzten Zeit eine Reihe von neuen Gasstofi- 
wechselapparaten beschrieben worden ist, erscheint es wiinschens- 
wert, festzustellen, welche Forderungen eine ideale Methodik 
zu erfillen hat. 

Der im Prinzip und auch technisch einfachste Apparat 
wird bei gleicher Leistung immer der beste sein. Es miissen 
kurze. (z. B. 15 minutliche) und langdauernde (mehrstiindliche) 
Bestimmungen von Sauerstoff und Kohlensdiure mit dem 
Apparat ausfiihrbar sein. Weiterhin ist zu fordern, daB der 
Apparat einwandfrei arbeitet a) als chemisches Analysiergerit, 
b) als Respirationsapparat. 

Zu a: Die Menge Sauerstoff, welche durch das Anschlub- 
stiick den Apparat verliBt und die Menge Kohlensiure, welche 
durch dasselbe AnschluBstiick dem Apparat vom Patienten 
zugefiihrt wird, miissen sehr genau angezeigt werden. 

Zu b: Der Apparat muB, wenn der Patient durch das 
AnschluBstiick mit diesem verbunden ist, eine freie und leichte, 
der Norm entsprechende Atmung gestatten. Das venése Blut 
enthalt etwa 50 Volumprozent Kohlensiure. Dieser prozentuale 
Kohlensaéuregehalt (Kohlensaurespiegel) ist bei muskelruhigen 
und niichternen Personen nahezu konstant. Durch die Lunge 
wird in der Zeiteinheit ebensoviel abgegeben wie in der 
gleichen Zeit im Organismus gebildet wird. Diese Menge ist 
nur ein Bruchteil der gesamten im Blut enthaltenen Kohlen- 
siuremenge. Bei vermehrter Atmung wird jedoch mehr Keblen- 
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siure ausventiliert, als in derselben Zeit im Organismus gebildet 
wird. Die in der Zeiteinheit im Organismus gebildete und bei 
normaler Atmung vom Organismus abgegebene Kohlensaure- 
menge soll durch den Gasstoffwechselapparat gemessen werden. 
Ungewohnte Atmung aus einem geschlossenen System bewirkt 
immer eine Veranderung des Atemtypus. Ist die Atmung 
am Apparat jedoch frei und leicht, so atmet der Patient 
schon nach einem oder einigen kurzen Gewéhnungsversuchen 
von etwa 5 Minuten wieder in der gewiinschten, vor der Unter- 
suchung gewohnten Weise. Unter dieser Voraussetzung ist 
der gemessene Kohlensiurewert genau, auch wenn es sich um 
kurzfristige z.B. 15 minutliche Versuche handelt. MuB der 
Patient gegen einen Uberdruck atmen(Ventilarbeit bzw. Reibung 
zu langer Leitung eines Apparates), so wird der Patient auch 
nach langen Ubungsversuchen nicht ganz wieder zu dem ge- 
wohnten Atemtypus zuriickkehren. AuBerdem ist die Atmungs- 
arbeit gegeniiber der einer gleichen Versuchsperson bei im 
tibrigen absoluter Muskelruhe (Ruhegrundumsatz) or, 8. 0. 
Das gleiche gilt fir die Kinatmung. 

Diese letzte Forderung wird nur erfillt von den grofen 
Kastenapparaten, ferner dem Original-Kroghapparat mit sehr 
kurzen und weiten Leitungen und den Kreislaufapparaten, bei 
denen die Reibungsarbeit durch eine mechanische Pumpe ge- 


:  leistet wird und das Anschlu8stiick fir den Patienten in den 


Teil des Apparates gelegt wird, wo der Druck genau gleich 
dem herrschenden Luftdruck ist. 

SchlieBlich ist auch zu fordern, vor allem fir die klinische 
Gasstoffwechseluntersuchung, daB die genaue Ermittlung der 
Sauerstoff- und Kohlensaéurewerte nicht zu groBe Anforderungen 
an Zeit und Geschicklichkeit des Untersuchers stellt und die 
einzelnen, kurzfristigen Untersuchungen (z. B.. bei Serienunter- 
suchungen) in kurzen Abstinden einander folgen kénnen. Bei 
langfristigen Versuchen ist wertvoll, den Verlauf des Sauer- 
stofiverbrauches und der Kohlensiureausscheidung wahrend der 
Versuchszeit zu kennen. Gesamtsauerstoff- und Kohlensaure- 


 werte der Versuchszeit miissen zu ermitteln sein. Die Kon- 


trolle der Atemmechanik ist bei fast allen Systemen in gleicher 
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Weise méglich, indem das Spirometer seine Bewegungen auf 
eine Kymographiontrommel schreibt. 

Neben langdauernden miissen auch kurzdauernde Versuche 
mit dem System ausfiihrbar sein, weil z. B. die Bestimmung 
der spezifisch-dynamischen Wirkung in ihrem Verlaufe nur 
durch kurzdauernde Untersuchungen ermittelt werden kann. 

Auch die fiir den Gebrauch in der Klinik vereinfachten 
Apparate miissen Sauerstoff und Kohlenséure sehr genau und 
sicher bestimmen, da wichtige Entscheidungen vom Ergebnis 
der Gasstoffwechseluntersuchung abhangen (z. B. Operations- 
indikation bei Basedowscher Krankheit usw.). Langfristige 
(mehbrstiindige) Untersuchungen sind auch in der Klinik zu- 
weilen notwendig, insbesondere ist gelegentlich die Kenntnis des 
respiratorischen Quotienten einer lingeren Versuchszeit not- 
wendig. Die in den Kliniken verwandten Gasstoffwechselapparate 
miiBten allen hier angefiihrten Anforderungen entsprechen. 

Ich habe auf Grund der Erfahrungen mit anderen Systemen 
und der hier wiedergegebenen Forderungen an die Gasstoff- 
wechselmethodik einige Anderungen an dem von mir an anderer 
Stelle publizierten Gasstoffwechselapparat vorgenommen. Es | 
zeigte sich, daB nahezu alle oben gestellten Forderungen bei | 
diesem System leicht zu erfillen sind. Das Prinzip des | 
Apparates ist: In einem kreisenden Luftsystem mit einem 
8 Liter fassenden Spirometer, aus dem der Patient atmet, wird 
die Kohlensiure in Kalilauge gebunden. Die Verminderung 
der Systemluft, gemessen am Spirometerstand, ist gleich dem | 
Sauerstoffverbrauch des Patienten in der Versuchszeit. Nach | 
dem Versuche wird die Kohlensiure aus der Kalilauge durch | 
verdiinnte Schwefelsiure ausgetrieben und hebt die Glocke | 
des Spirometers um den Betrag, der gleich der gesamten 
Kohlensaiure ist, welche der Patient in der Versuchszeit 
ausgeatmet hat. Der Apparat) besteht aus einem Spiro- 
meter, einer besonderen Flasche und einer kleinen Motor- 
rotationspumpe, wie sie in der Technik vielfach iiblich ist. Die 
Bedienung ist einfach und ergibt sich aus der Konstruktion. 
Die Spirometerbewegungen kénnen natiirlich, wie beim Krogh- 


) Hersteller: Albert Dargatz, Hamburg 1. 
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schen Apparat, auf einer Kymographiontrommel geschrieben 
werden, sind aber noch genauer am Spirometer direkt ablesbar. 
- Aus der so gewonnenen Atmungskurve ist gleichzeitig die 
GrdBe jedes Atemzuges und des Gesamtatmungsvolumens zu 
entnehmen. Der Kreislauf der Systemluft ist von der Pumpe 
zur Flasche, zum Dreiwegehahn (durch welchen der Patient 
angeschlossen wird) und durch das Spirometer zur Pumpe zuriick. 
Man kann mit diesem Apparat bei der Anwendung in 

der klinischen Praxis in einfachster Weise neben dem Sauer- 
stoff auch die Kohlenséure bestimmen. Die Kohlensaure- 
bestimmung ist auch bei der klinischen Gasstoffwechselunter- 
suchung als notwendig anzusehen (s. d. friihere Mitteilung). Sie 
ist ferner sehr erwiinscht, weil durch sie die Stoffwechselunter- 
suchung erheblich an Sicherheit gewinnt. Die Methode stellt 


| trotzdem keine groBen Anspriiche an die Zeit des Untersuchers. 


Wesentliche Stérungen ergaben sich bei der vielfachen An- 
wendung in den Kliniken und Instituten nur bei gelegent- 
licher Verwendung schlechter Rotationspumpen. 

Durch Einschaltung einer Gasuhr in die Sauerstoffeinfuhr- 
leitung*)?) sind langfristige (mehrstiindliche) Untersuchungen 
mit dem Apparat ausfiihrbar. Die Sauerstoffwerte fiir die 


: f einzelnen Zeitabschnitte bei langdauernden Versuchen ergeben 


sich aus den vom Spirometer auf die Kymographiontrommel 


| geschriebenen Kurven und den Gasuhrablesungen. Wenn ge- 


legentlich aufer dem Gesamtkohlensdurewert der Versuchszeit 
die Kohlensiurewerte der einzelnen Zeitabschnitte erwiinscht 
sind, so kann man in den gewiinschten Zeitraumen Proben 
von z. B. je 1 com aus der Lauge ablassen und den Alkali- 
verlust bestimmen. Der Kohlensiurewert der gesamten Ver- 
suchszeit wird, wie bei den kurzfristigen Versuchen, bestimmt. 

Die Genauigkeit und Zuverlissigkeit des Apparates als 
chemisches Analysengerit fiir Sauerstoff- und Kohlensaure- 
bestimmung ergibt sich aus der Wirkungsweise. Die Kohlen- 


= sdure wird in der Kalilauge vollstandig gebunden, so daB sich 





1) H. W. Knipping, Deutsches Arch. f. klin. Medizin Bd. 145, 
Heft 3/4 (1924). 


*) H. W. Knipping, M. med. Wochenschr. Nr. 17, 8.558 (1924). 
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der Sauerstoff aus der Differenz des Spirometerstandes vor | 
und nach dem Versuch ergibt und seine Bestimmung unter | 
Beriicksichtigung der tiblichen Korrekturen fiir Wasserdampf | 
sehr genau ist. Die gesamte, in der Versuchszeit vom | 
Patienten ausgeschiedene und in der Kalilauge der Wasch- 
flasche gebundene Kohlensaéure wird nach der Untersuchung 
durch die Schwefelsiure ausgetrieben. Sie addiert sich zu dem 
jeweils vorhandenen Luftraum des Systems; der Spirometeranstieg | 
bei der Kohlensiureentwicklung ist deshalb gleich der in der 
Versuchszeit ausgeschiedenen Kohlensiure. . Es ist notwendig, 
die Abkiihlung der bei der Koblensiureentwicklung erwirmten | 
Luft. abzuwarten, ebenso wie auch bei &hnlichen Systemen 
der Temperaturausgleich abgewartet werden muB, oder man | 
reduziert von der Systeminnentemperatur, Es ist dann natiir- | 
lich nicht notwendig, den Temperaturausgleich abzuwarten. | ; 
Einfacher ist aber, die genannte Waschflasche fir die Kohlen- 
siureentwicklung in ein Wasserbad zu stellen oder tiefgekiihlte | 
Schwefelsiure zu verwenden, oder eine Kihlschlange hinter die 7 
Flasche zu schalten. | | 4 

Untersuchungen, welche nur die Sauerstoffbestimmung © 
zum’ Ziel haben, sind mit diesem Apparat ebenso sehr genau | 
auszufihren, leicht und wenig zeitraubend. : j 

Temperaturmessungen im Spirometer sind im allgemeinen — 


nicht notwendig. Die Volumeninderung im System, ablesbar am 7 


Stand der Spirometerglocke, ist ein genauer Anzeiger der Ab- | 
kihlung der Systemluft auf Zimmertemperatur nach der Kohlen- | 
siureaustreibung. Unmittelbar nach der Kohlensiureaustreibung © 


steht das Spirometer wegen der geringen Erwirmung etwas hoher 7 | 
als der gleichen Kohlensiuremenge bei Zimmertemperatur ent- (@ 


spricht. Das Spirometer sinkt dann etwas und bleibt nach /@ 
kurzer Zeit stehen. Die Zimmertemperatur ist erreicht und | @ 
eine weitere Abkihlung und Volumenverminderung ist nicht | 
mehr méglich. Sobald der Spirometerstand konstant bleibt, | 


hat die Temperatur der Gase im Spirometer daher auch mit |@. 


Sicherheit Zimmertemperatur erreicht. Von Zimmertemperatur | 
wird in iblicher Weise reduziert. Diese Kontrolle der Tem- | 
peratur der Gase im Spirometer durch den Stand der Spiro- © 











JE gabe YRS Ne TOE Ae tA He ry pe PN. SARS RO A Reiter em 


Beitrag zur Technik der Gasstoffwechseluntersuchung. 165 


meterglocke ist ebenso zuverlissig und zweckmaBiger als durch 
ein Thermometer (weil die Temperatur nicht in allen Teilen 
des Spirometers die gleiche ist). Das Abwarten der Spiro- 
meterkonstanz bedingt einen, wenn auch geringen Zeitaufwand, 
den man erheblich abkirzen kann, s. o. 

Eine Korrektur ist notwendig fiir die in der Waschflasche 
physikalisch gebundene Kohlensiure. Ist K der Absorptions- 
koeffizient (einmalig festzulegen) fir die Flissigkeit in der 


| Waschflasche nach der Kohlensaiureaustreibung, C die Kohlen- 
| siuremenge, M/ die gesamte Systemluft nach der Kohlensiure- 


austreibung und F die Fliissigkeitsmenge in der Flasche, so 
ist die notwendige Korrektur fiir den Kohlensaiurewert 
K-C-F_ 
M 
Das Spannungsgleichgewicht ist wegen des _ schnellen 
Pumpenlaufes wihrend der Kohlensaiureentwicklung immer 





* vollkommen. 


Man kann diese Korrektur ein fiir allemal ftir jeden Apparat 


» festlegen') als prozentuale Korrektur des Kohlensiurewertes, so 


daB die Ausrechnung sehr einfach wird. (Die Berechnung der 
Kohlensaéureabsorption in etwa vorhandenen Fliissigkeiten ist 
auch bei anderen Gasstoffwechselapparaten notwendig.) 

Wenn man die Kohlensiure unmittelbar nach dem Versuch 


jablesen will, also auch die wenigen Minuten bis zur Abkthlung 
| sparen will, so muB man von der Systeminnentemperatur 


reduzieren und da der Absorptionskoeffizient bei verschiedenen 
Temperaturen verschieden ist, auch die Temperatur in der 


'Flasche bestimmen und die Korrekturen fiir Absorption und 


Wasserdampf bei den in Frage kommenden Temperaturen ein 
fir allemal sorgfaltig fir jeden Apparat festlegen. Sauerstoff- 
und Kohlensaiurebestimmung nach jedem Versuche ist dann in 
wenigen Sekunden und sehr genau méglich, desgleichen die Aus- 
rechnung. Die so zu erzielende sehr groBe Genauigkeit ist 


jedoch im allgemeinen nicht fir Gasstoffwechseluntersuchungen 


in der klinischen Praxis notwendig. Voraussetzung ist, daB 





) H. W. Knipping, Deutsches Arch. f. klin. Medizin Bd. 145, 
Heft 3/4 (1924). | 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXLV. 12 
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kohlensiurefreie Kalilauge: benutzt wird. Falls die iibliche 
kohlensiurehaltige Lauge benutzt wird, muB der Wert fir die 
in der Lauge schon enthaltene Kohlensiure vom Kohlensiure. | 
wert der Gasstoffwechseluntersuchung abgezogen werden. | 
Bei dem in der Praxis verwandten Apparat war das Aus- 
rechnungsschema z. B.: : : 
Im Interesse der Verbilligung des Betriebes wird 75 ccm | 
gewohnliche 50°/,ige Kalilauge verwendet, die an sich z. B, | 
0,24 Liter Kohlensaure enthalt, Ferner wurde verwandt 125 ccm | 
40°/,ige Schwefelsiure; Zimmertemperatur = 21°, Barometer. | 
stand = 766 mm, dementsprechend aus der Reduktionstafel | 
eine Reduktionszahl von 0,9136 zu entnehmen. Versuchszeit | 
10 Minuten. § 
Sauerstoff. Am Spirometer abgelesener Verbrauch | 
3,6 Liter, reduziert = 3,6 x 0,9136 = 3,29 Liter, 2°/, als § 
Wasserdampf abgezogen (Wasserdampfspannung der Kalilauge | 
ist 15 mm), also genauer Sauerstoffverbrauch = 3,22 Liter. | 
Kohlensiure. Abgelesene Ausscheidung (nach Abkihlung | 
auf Zimmertemperatur) = 3,06 Liter, reduziert = 2,83 Liter. | 
_ Es: miiBten 2°/, als Wasserdampf abgezogen und 2°/, als 
physikalisch in der Waschflasche gebundene Kohlensdure zu- | 
gezahlt werden, also heben sich beide Korrekturen auf. Die | 
in der Kalilauge enthaltene Kohlensiure 0,24 wird abgezogen. | 
Diese Korrektur ist bei Verwendung kohlensiurefreier Lauge | 
iiberflissig. Also Kohlenséureausscheidung in 10 Minuten |@ 
= 2,59 Liter. sei 
RQ = 3.22 = 0,8 é : 
Sauerstoff- und Kohlensiurewert sind auf etwa 1°/, genau | 
bestimmt. . ; 
Uber die Berechnung des Grundsatzes siehe frihere Mit- | 
teilungen. ') | 
Es ist notwendig, wie bei allen ahnlichen gasanalytischen | 
Arbeiten, die Zimmertemperatur konstant zu halten. Sebr | 
wesentlich ist ein leichter Gang des Spirometers und eine aus- | 





1) Kestner-Knipping, Reichsgesundheitsamt. Die Ernahrung : 
des Menschen. Berlin 1924. 
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reichende Balancierung. Man sieht viele Spirometer im Gebrauch 
in den Kliniken, die nur fiir eine bestimmte Mittellage aus- 
balanciert sind. Bei hohem Stand der Spirometerglocke ver- 
liert diese an Auftrieb und ist schwerer als das Gegengewicht. — 
Die Systemluft steht dann unter mebr als Atmospharendruck. 
Das Gegenteil tritt ein bei Tiefstand der Glocke. Der ein- 
fachste Weg, um diese Schwierigkeiten zu vermeiden, ist 
folgender: Die Glocke des Spirometers ist durch ein Gegen- 
gewicht wie iiblich ausbalanciert, derart, daB Gleichgewicht 
vorhanden ist, wenn die Glocke halb im Sperrwasser eintaucht. 
Gegengewicht und Glocke werden durch eine Kette gehalten. 
2cm Weglange dieser Kette wiegt soviel, wie die von 1 cm 
(Zylinderhéhe) der Glocke verdringte Wassermenge. Steht 
die Glocke also 2 cm tiber der Mittellage, so verliert sie an 
Auftrieb. Bei dieser Lage ist aber die Kettenlange auf der 
Gegengewichtsseite 4 cm gréfSer als auf der Gocinnanite.. Der 
Auftriebsverlust ist also kompensiert. 

Die in diesem System vorhandenen Gase stehen bei der 
Ablesung, also ruhender Pumpe, unter Atmospharendruck, 
da es sich um einen zusammenhingenden Raum handelt, der 
sich durch die Spirometerglocke mit dem Atmospharendruck 
ins Gleichgewicht setzen kann. Wenn nicht alle Luftriume 
untereinander und mit dem Spirometer in freier Verbindung 
stehen und, wie z. B. beim Benedictapparat, Luftriume durch 
mehrere Waschflaschen vom Spirometer abgetrennt sind, ist 
die korrekte Reduktion der verschiedenen Gasriume sehr 
schwierig. 

Der Patient wird durch einen Dreiwegehahn an das System 
angeschlossen. Die Bohrungen sind so, dab der Patient sowohl 
mit dem System als auch mit der AuBenluft verbunden werden . 
kann. Ein derartiger Hahn ist unbedingt notwendig, da der 
Patient so an die Atmung durch das Mundstiick gewéhnt und 
dann ganz unauffallig, fast ohne daB er es merkt, an das 
System angeschlossen werden kann. Der schidliche Raum 
des bei diesem Apparat verwandten Dreiwegehahns ist)zu gering, 
um einen meSbaren EKinfluB auf die Atmung ausiiben zu kénnen, 
s. Carpenter, ,,A comparison of methods for determining the 

12* 
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respiratory exchange of man“. Publ. of the Carnegie Inst. 
of Washington 1915, Nr. 216. ogee 

Ich habe die hohe schmale Glockenform fiir das Spiro. 
meter der kurzen gedrungenen vorgezogen, um den Ablese- 
fehler zu verkleinern. Durch Belastung des Spirometers priift 
man am sichersten die Dichtigkeit des Systems. Bei ge- 
schlossenem System und belasteter Glocke darf die Glocke 
nicht sinken. Den dichten AnschluB des Patienten muB man 
hiervon gesondert priifen. Man stellt den zum AnschluB des 
Patienten bestimmten Dreiweghahn auf AuSenluft, so daB der 
Patient mit der AuBenluft verbunden ist. Man laBt den 
Patienten dann kraftig blasen und verschlieBt die Offnung zur 
AuBenluft mit dem Daumen. Bei Undichtigkeiten hért man 
die Luft entweichen. Derartige getrennte Dichtigkeitsproben 
des Systems und des Patientenanschlusses sind bei allen Gas- 
stoffwechselapparaten erwiinscht. 

Bei der Aichung von Gasstoffwechselapparaten erscheint mir 
die bisher tibliche Methode (Verbrennung einer gewissen Alkohol- 
menge) nicht als ausreichend. Wie oben erwihnt, mtissen wir 
getrennt betrachten und priifen die Leistung als analytisches 
Gerit und die als Atmungsgerat. Fir die Prifung der ersteren 
erwies sich als sehr zuverlassig, eine genau gemessene Menge 
Kohlensiure (trocken) in das System zu schicken, ihre voll- 
stiindige und schnelle Bindung im System zu kontrollieren 
und festzustellen, wieweit die dann entwickelte und mit den 
nétigen vorgeschriebenen Korrekturen versehene Kohlensiure 
mit der hereingeschickten tibereinstimmt. Wieweit diese Zahlen 
tibereinstimmen, hiangt ebenso wie das Ergebnis der Stoff- 
wechseluntersuchung mit diesem — nur von der Sorg- 
falt des Untersuchers ab. 

Die Verringerung der Systemluft wihrend der Untersuchung 
ist genau gleich dem Sauerstoffverbrauch, vorausgesetzt, daf 
die in der Versuchszeit vom Patienten ausgeatmete Kohlen- 
siure sicher gebunden wird, eine Voraussetzung, die leicht zu 
erfiillen und zu kontrollieren ist. 

Die mit dem System zu erreichende Genauigkeit des Sauer- 
stoff- und Kohlensiurewertes und des respiratorischen Quotienten 
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ist eine fir, Gasstoffwechseluntersuchungen vergleichsweise sehr 
groBe (auch bei kurzdauernden Versuchen Fehlergrenze unter 
1°/,), da, nur ein Ablesefehler in Betracht kommt, der bei der 
hohen,:schmalen Spirometerform sehr klein ist. Die Korrekturen 
fir Wasserdampf und die physikalisch gebundene Kohlensiure 
sind bei Verwendung der gleichen Konzentration von Laugen 
und Sauren konstant. 

Der Absorptionskoeffizient ist mit dem Apparat selbst 
bestimmbar. Die nach der Kohlensaureentwicklung in der 
Flasche befindliche Flissigkeit, deren Absorptionskoeffizient 
fir Kohlensiure gesucht ist, wird durch Kochen von der etwa 
noch physikalisch gebundenen Kohlensiure befreit, auf das 
alte Volumen nachgefillt und wieder in die Flasche gefillt. 
Der Apparat wird mit trockener Kohlensaure gefillt und nach 


| | der tiblichen Dichtigkeitsprifung 5 Minuten laufen gelassen. 


Aus der Volumenabnahme des Systems und der Menge Fliissig- 
keit, welche sich in der Flasche befand, 148t sich der Absorptions- 
koeffizient berechnen. Die Dampfspannung der Lauge und 
der genannten Flissigkeit. ist ebenfalls durch den Apparat zu 
bestimmen.. Der Apparat wird. mit getrockneter Luft gefillt 
und die Volumenveriinderung abgelesen, nachdem die System- 
luft eine der genannten Flissigkeiten in der Waschflasche 
5 Minuten passiert hat. Bei dieser Untersuchung muB8 das 
Sperrwasser des Spirometers mit fltissigem Paraffin iiber- 
schichtet werden. Bei Gasstoffwechseluntersuchungen in der 
klinischen Praxis geniigt Wasser als Sperrfliissigkeit. Man lese 
jedoch den Kohlensaiurewert nicht spiter als '/, Stunde nach 
der Kohlensaiureentwicklung ab, da in langeren Zeitraumen 
vom Sperrwasser Kohlensiuremengen aufgenommen sees: die 
beriicksichtigt werden miBten. 

_. Die Dampfspannung. der verschieden starken Kalilaugen 
ist auch aus der physikalisch-chemischen Tabellenzusammen- 


stellung von Landolt-Bérnstein zu entnehmen. Alle diese 


Ma8nahmen sind nur notwendig, wenn eine sehr groBe Genauig- 
keit erreicht werden soll. 

Um die Leistung als Respirationsapparat zu priifen, miissen 
wir feststellen, ob die Atemmechanik: normal ist und zwar in 
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erster Linie ob der Patient gegen einen vom Atmosphiren- 
druck abweichenden Druck ein- und ausatmen muB und ob 
die Luft geniigend angefeuchtet ist. Bei der gewichtsanalyti- 
schen Kohlensiurebestimmung wie beim Benedictapparat spielt 
diese Frage eine Rolle, da zur genauen Kohlensiurebestimmung 
im Kalk die Ausatmungsluft vorher getrocknet sein mu. Die 
EKinatmung einer Luft von weniger als 2 mm Wasserdampi- 
spannung (und Zimmertemperatur) wurde von einer Reihe von 
Patienten als unangenehm und gelegentlich hustenreizend 
empfunden. Bei meinem System ist die Wasserdampfspannung 
der Luft nach Passieren der Kalilauge immer etwa 15 mm. 

' Die Druckverteilung und auch der Druck, gegen den der 
Patient ein- und auszuatmen hat, ist sehr einfach bei der 
Aichung durch Einschaltung von Manometern wahrend des 
Betriebes zu messen. Im Spirometer herrscht naturgemii 
immer Atmosphirendruck; in der Leitung zwischen Spirometer 
und Pumpe wahrend des Pumpenlaufs ein geringer Unter- 
druck, der um so gréfer ist, je linger und enger die Leitung 
und gréBer die Reibungsarbeit ist. Zwischen Pumpe und 
Flasche, also vor der Flasche, herrscht Uberdruck, der um so | 
eréBer ist, je héher die in der Flasche zu itiberwindende | 
Flissigkeitssiule und die hinter der Flasche bis zum Spiro- | 
meter zu tiberwindende Reibungsarbeit ist. Der hinter der | 


Flasche festzustellende Uberdruck entspricht der Reibungs- : | 


arbeit in der Leitungsstrecke bis zum Spirometer. Er ist also i: 
um so geringer, je mehr wir uns dem Spirometer nahern und | 
je weiter die Leitung ist. Auf dieser Strecke ist der Patient | 
angeschlossen. Je niher dem Spirometer der Patient an- | 


geschlossen ist bzw. je weiter die Leitung zwischen der An- |@ 


schluBstelle und dem Spirometer ist, je mehr niahert sich der |] 
Druck, gegen den der Patient ein- und auszuatmen hat, dem 
Atmosphirendruck, der im Spirometer immer vorhanden ist. 
Es ergibt sich also bei meinem wie bei allen Kreislauf- | 
apparaten die Forderung, den Patienten nicht zu weit vom | 
Spirometer anzuschlieBen und zwischen Spirometer und Patienten | 
eine weite freie Leitung zu haben. Diese weite Leitung vow [ 


Patienten zum Spirometer ist wegen des Pumpenkreislaufs | 
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kein schidlicher Raum (s. 0.): Die Forderung weiter Leitungen 
auf der Strecke Spirometer-Patient ist. von Brauer')?). fir 
Apparate zur Gasnarkose und fiir das Uberdruckverfahren ‘auf- 
gestellt worden und ist gleichfalls sehr wichtig fir Respirations- 
apparate. Alle anderen Teile der Systemleitung kénnen eng sein, 
da die Reibungsarbeit von der Pumpe bewiltigt wird, wahrend 
in der Verbindung Patient-Spirometer die Reibungsarbeit ver- 
schwindend gering sein mu8. Da nun die genannten Forde- 
rungen im Gegensatz zu vielen oben zitierten Systemen in 
einfachster Weise erfillt werden kénnen, so ergibt die Prifung 
tatsichlich, daB der Druck, gegen den der Patient ein- und 
ausatmet, weniger als 1 mm vom Atmosphirendruck abweicht 
und daB diese Abweichung bei diesem System noch viel geringer 
gestaltet werden kann, ohne den schidlichen Raum zu ver- 
mehren. Dieser Druck ist also praktisch gleich dem jeweils 
herrschenden Atmospharendruck und damit ist eine der wichtigsten 
der oben gestellten Forderungen erfillt. Kin Saugeffekt in dem 
AnschluBstiick fiir den Patienten durch die vorbeistrémende, 
zirkulierende Systemluft ist bei richtigen, nicht zu engen Ab- 
messungen dieses AnschluBstiickes und der Systemleitung an 
dieser Stelle bedeutungslos. 

Kine weitere Forderung war die Vermeidung von Pendel- 
luft (s. 0.), die bei Kreisluft- und auch bei Ventilapparaten am 
besten durchgefihrt ist. 

Fiir die Genauigkeit der Resultate sehr wesentlich ist ein 
giinstiges Verhiltnis vom Systemgesamtvolumen zu dem zu 
messenden Volumen. Wenn das zu messende Volumen durch- 
schnittlich 31 und das Systemgesamtvolumen 151 ist, so wird 
eine Temperaturschwankung von z. B. 2,73° 0,15 1 Fehler 
machen. 0,151 ist = 1°/, des Gesamtvolumens, aber 5°/, des 
zu messenden Volumens. Das Verhiltnis der beiden Volumen 
ist bei meinem Apparat 1:2, also sehr giinstig. 

Das Zuntzsche Mundstiick, durch welches der Patient 
angeschlossen wird, gestattet eine ebenso leichte und freie 
Atmung wie die Nasenatmung. Notwendig ist, die Nasenklemme 





1) Brauer, Deutsche med. Wochenschr. Nr. 14 (1906). 
*) Brauer u. Petersen, Diese Zs. Bd: 41, Heft 4, S. 299. 
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so zu polstern, daB sie nicht unangenehm empfunden wird 
und den Patienten in einem Vorversuch an das Zuntzsche 
Mundstiick bzw. an die Mundatmung zu gewodhnen. An die 
Atmung gegen einen erheblichen. Uberdruck (bei einigen der 
oben genannten Apparate vor allem am Ende der Versuche, 
wenn der Kalk zusammengebacken ist) kann man die Patieniten 
nicht gewéhnen; die erhéhte Atemarbeit bedeutet immer eine 
Abweichung des Stoffwechsels von der Norm (Ruhegrundumsatz). 
Von einigen Untersuchern wird die Gesichtsmaske dem Zuntz- 
schen Mundstiick vorgezogen. Der dichte AnschluB durch 
Masken ist schwierig. Neben dem Zuntzschen Mundstiick hat 
sich mir noch folgende Anordnung vor allem bei zahnlosen 
Patienten bewahrt: Die Nase wird, wie iiblich, durch eine 
Klemme verschlossen. Eine kleine Maske umgreift nur den 
Mund. Um eine freie Atmung zu gewihrleisten, bekommt der 
Patient noch eine sogenannte Mundkaniile, wie die bei der 
Gasnarkose benutzte. Der dichte Anschlu8 einer solchen 
kleinen, nur den Mund umgreifenden Maske ist viel leichter 
als der groBer Gesichtsmasken. 

Bei Kreislaufapparaten kénnen noch feine Luftdruck- 
schwankungen durch den Kreislauf der Systemluft bewirkt 
werden und Anla8 zu Abweichungen von den normalen Atmungs- 
bedingungen geben. Diese feinen Lufterschiitterungen stammen 
meist nicht von der den Luftkreislauf bewirkenden Pumpe, 
sondern das Passieren der Schwefelsiure in den Waschflaschen 
beim Benedictapparat und der Kalilauge in meinem. Apparat 
ist die Ursache dieser feinen StéBe. Wie schon gezeigt, ist 
die quantitative Wasserbindung bzw. Kohlensiurebindung nur 
durch Passieren der Schwefelsiure bzw. Kalilaugesaiulen von be- 
stimmter Héhe méglich. Im Interesse der Genauigkeit kann 
man also bei der Kohlensiéurebestimmung nicht auf Wasch- 


flaschen von bestimmtem Widerstand und weiterhin nicht auf | 


den Pumpenkreislauf verzichten. Die Druckschwankungen be- 
tragen nur Bruchteile eines Millimeters Quecksilber und sind 


deshalb praktisch nicht wichtig. Sie lassen sich auch ver- 


meiden durch Einschalten zweier Kapseln mit einer Wand 
aus dinner Gummimembran. Wenn die Dimpfung vollkommen 
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sein soll, mu der Durchmesser der Membran mindestens 15 cm 
sein. Sehr bewadhrt haben sich mir noch statt dieser Vorrichtung 
kleine Metallzylinder, tiber die von beiden Seiten der Ver- 
bindungsschlauch aufgezogen werden kann. In dem Zylinder 
befindet: sich eine in Federn aufgehingte, nahezu den Zylinder- 
querschnitt ausfiillende Kugel. Einer dieser Daimpfer kommt 
hinter die Flasche und ein zweiter vor die Flasche. Der 
Leitungsabschnitt zwischen Patient und Spirometer muB natiir- 
lich frei bleiben, um die Atmung nicht zu erschweren. Durch 
diese Vorrichtung und die erwahnte Einrichtung des Systems 
kann man die Atmung so leicht und frei machen, da8B der 
Patient, welcher durch den Dreiwegehahn vor dem Versuch 
mit der Au8enluft in Verbindung steht, die Einschaltung in 
das in Betrieb befindliche System nicht bemerkt. 
Schwierigkeiten macht beim Kreisluftapparat die Aus- 
wahl der zweckmaBigen geraiuschlosen Pumpe. Am besten 
bewabrte sich mir eine einfache Rotationspumpe, wie sie fir 
die verschiedenen technischen Zwecke viel verwandt wird. In 
einem zylindrischen Gehause dreht sich exzentrisch eine die 
ganze Lange ausfiillende zylindrische Walze. Diese tragt an 
mehreren Stellen Abdichtungsplatten, die in geeigneter Fiihrung 
mitgeschleift werden und so verschiedene Riume zwischen 
Walze und Gehiuse absperren. Die Platten werden mit Federn 
oder durch die Zentrifugalkraft gegen die Gehiusewand gepreBt. 
Im Betrieb werden die Luftmengen von der Hinfihréffnung 


| weitergefihrt bis zur Ausfuhréffnung und zusammengepreBt, wie 


sich aus der Exzenterwirkung ergibt. Bei geniigender Zahl von 
Abdichtungsplatten und geniigender Tourenzahl ist der Luftstrom 
ganz gleichmaBig und erschiitterungsfrei. Die Pumpe hat etwas 


| mehr als FaustgréBe. Wichtig ist nur die zuverlaissige Dichtung 


entlang der Achse durch eine geeignete Stopfbiichse. Meist wird 
die Stopfbiichse zu stark angezogen und die Pumpe lauft heiB, 
oder die Stopfbiichse wird zu wenig angezogen, und die Pumpe 
gibt gelegentlich Veranlassung zu Systemundichtigkeiten. Die 
kleinen Kompressoren, wie sie bei den nur den Sauerstoff be- 
stimmenden amerikanischen Stoffwechselapparaten Verwendung 
finden, haben sich mir nicht bewahrt, weil sie nur ganz kurze 
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Versuche gestatten und bei langeren Versuchen auch bei 
gréBter Sorgfalt heiB laufen oder undicht werden. 

Fir die Untersuchungstechnik ergibt sich aus diesen Aus. 
fiihrungen, daB dem Gasstoffwechselversuch bei jedem Patienten 
ein Gewdhnungsversuch von einigen Minuten vorangeschickt 
werden mu$. Auch bei den besten Apparaten ist notwendig, 
wenn man sich auf kurzfristige Versuche beschranken will, die 
Versuche so lange zu wiederholen, bis Sauerstoff- und Kohlen- 
siurewerte zwei aufeinanderfolgender Versuche sich genau 
decken, was meist schon beim ersten und zweiten Versuch der 
Fall ist. Diese zuletzt gewonnenen Werte sind zuverlissig, wie 
sich durch Kontrolle mit langdauernden Versuchen gezeigt hat. 

Es empfiehlt sich fiir die in der Gasanalyse ungeiibten 
Untersucher, zuerst an Normalen Grundumsatzbestimmungen 
zu machen, bis die gefundenen Werte mit den aus den 
Benedictschen Tabellen abzulesenden Normalwerten und 
unter sich iibereinstimmen, weiterhin miissen an Normalen mit 
reiner EiweiB- bzw. Kohlehydraternaihrung die zu erwartenden 
respiratorischen Quotienten bestimmt werden. 

Solche Grundumsatzbestimmungen an normalen Versuchs- 
personen und vor allem die genannten Bestimmungen des R. A. 
sind die empfindlichste und beste Priifung der Technik des 
Untersuchers bei klinischen Gasstoffwechselbestimmungen. 

Zwischen Untersuchungen verschiedener Patienten muf 
der Dreiwegehahn mit den beiden Schlauchstiitzen, welche 
diesen mit dem Spirometer bzw. der Flasche verbinden, ab- 
genommen und mit Leitungswasser ausgespiilt bzw. des- 
infiziert werden. 

Bei der Verwendung des hier angegebenen Systems zu 
Hundestoffwechselversuchen wird das Versuchstier durch eine 
Trendelenburgsche Trachealkaniile an den Dreiwegehahn an- 
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geschlossen. Hunde eignen sich am besten fiir wirkliche Ruhe- | 
versuche. Die Hunde liegen wahrend der Untersuchung auf | 
einem Bock und diirfen nicht gefesselt werden. Bei den | 
Hunden erzielt man leichter als bei Patienten sehr gleich- | 
miBige Atmungskurven und sehr genaue Werte. Die Hunde | 
gewohnen sich schnell an die Atmung durch die Fistel, die | 
ebenso frei und leicht wie die gewéhnliche Atmung ist, voraus- | 
gesetzt, daB die Kaniile nicht zu eng ist. Man laBt das | 
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Versuchstier zunachst durch entsprechende Stellung des Drei- 
wegehahnes Aufenluft atmen und stellt bei ruhiger gleich- 
maBiger Atmung oder wenn der Hund eingeschlafen ist, auf 
das System um. Bei guter Pflege halten sich Versuchshunde 
jahrelang mit offener Trachealfistel Versuche an kleineren 
Tieren sind weniger wertvoll, weil sie nur selten absolute 
Ruheversuche sind. Die Verwendung eines besonderen Kastens 
fir die kleineren Tiere ist nicht ratsam, da dann zur aus- 
reichenden Ventilation der beiden grofen Systemraiume, Spiro- 
meter und Tierkasten, eine gréBere Geschwindigkeit der kreisen- 
den Systemluft notwendig ist, welche die Versuchstiere stért. 
Man nimmt deshalb besser ein flaches tierkastenaihnliches recht- 
eckiges Spirometer und legt die Tiere ins Spirometer. Der 
bewegliche Spirometerdeckel wird aus durchsichtigem Material, 
Celloidin oder Glas, hergestellt, so daB die Tiere im Versuch zu 
beobachten sind. Der Deckel bewegt sich um eine Kante. Die 
exakte Aquilibrierung derartiger Kastenspirometer ist leicht.) 

Da die Ablesefehler bei gedrungenen Spirometern gréBer 
sind als bei schlanken Spirometern, habe ich an dem ge- 
drungenen kastenartigen Spirometerdeckel einen sehr langen 
Zeiger angebracht, welcher viel gréBere Exkursionen als die 
entsprechende Kante des Spirometerdeckels macht. Das Zeiger- 
ende bewegt sich dementsprechend auf einer bogenférmigen Skala 
mit sehr groBem Radius und gestattet sehr genaue Ablesungen. 

Der Apparat fiir kleinere Tiere (Meerschweinchen) besteht 
also aus dem Spirometer zur Aufnahme des Versuchstieres, 
der Pumpe und Flasche wie oben. Der Spirometerabfall in 
der Versuchszeit ist der Sauerstoffverbrauch. Nach Heraus- 
nahme des Tieres wird die Kohlensaiure ausgetrieben und der 
entsprechende Spirometeranstieg gemessen und daraus der 
Kohlensiurewert berechnet. Durch ein Drahtnetz kann man 
vermeiden, daB das Tier die Bewegungen des Deckels stért. 
Undichtigkeiten sind bei diesem einfachen System selten. Der 
dichte Ein- und AnschluB des Tieres ist auBerst einfach und 
zuverlissig (Aufklappen der Spirometerglocke). Es ist nicht 


ratsam, mehrere Tiere gleichzeitig in einem Kasten zu unter- 


suchen, da mehrere Tiere in einem gemeinsamen Raum sich 
meist unruhiger als isolierte Tiere verhalten. 





1) Biochemical Jl. Bd. 18, Nr. 6, S. 1801 (1924). 
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Der Spirometerdeckel, welcher in einer Wasserrinne sich 
auf- und abbewegen kann, ist ein dichter AbschluB des Tier- 
behalters. Wenn man die Tiere in das Spirometer setzt, sind 
sie meist zunichst unruhig. Man schaltet eine Williamsche 
Flasche mit Kalilauge parallel zu der besonderen Waschflasche’) 
und schaltet erst auf die Waschflasche um, wenn das Tier 
ganz ruhig ist und liest erst dann vom Spirometer den Aus- 
gangswert fir die Sauerstofimessung ab. Man bekommt so die 
Werte fiir den Teil des Versuches, wo das Tier ganz ruhig 
liegt, immer fir sich. 

Wenn man einen Versuch beendet, bleibt, wie bei allen 
Kastenapparaten, immer etwas Kohlensiure im Tierbehilter 
zurtick. Die Menge ist aber bei ausreichender Versuchslange 
verschwindend gering gegeniiber der gesamten Koblensiure- 
ausscheidung in der Versuchszeit. Die Temperatur wird bei 
jeder Ablesung des Spirometers standig gemessen und Temperatur- 
einfliisse werden durch die tibliche Reduktion ausgeschaltet. 

Fir die Untersuchung an Sauglingen kann man sich eben- 
falls dieser Anordnung bedienen. Die Pumpe und Wasch- 
flasche des Apparates sind hierfiir zu benutzen. Das Spiro- 
meter nimmt den zu untersuchenden Siugling auf und hat 
entsprechende Abmessungen. | 

Die Regulierung der VentilationsgréBe bei der Unter- 
suchung kleiner Tiere bzw. Sauglinge geschieht am einfachsten 
durch einen Pumpennebenschlu8. Durch eine Umgehungs- 
leitung mit verstellbarem Hahn kann man Druck- und Saug- 
seite der Pumpe verbinden. Durch Offnen dieser Leitung ver- 
ringert man die das System in der Zeiteinheit durchstrémende 
Luftmenge. 

Es ergibt sich, daB das hier mitgeteilte einfache Prinzip 
zur genauen Sauerstoff- und Kohlensiurebestimmung nahezu 
allen fiir die Gasstoffwechseluntersuchung gestellten Anforde- 
rungen entspricht und gleichzeitig kurze und langdauernde Unter- 
suchungen an Erwachsenen, Sauglingen und Tieren gestattet. 

Der Apparat besteht aus einer Pumpe, einem Spirometer 
und einer besonderen Flasche fiir die Kohlensaiurebindung bzw. 
Austreibung. 


‘) H. W. Knipping, M. med. Wochenschr. Nr. 17, S. 558 (1924). 
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Uberftihrung von Cholesterin in 4-Oxy-hyocholansaure. 


Von 


A. Windaus und R, HoBfeld., 





(Aus dem Aligem, chemischen Laboratorium der Universitat Gottingen.) 
(Der Redaktion zugegangen am 23. Marz 1925.) 


nee 
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Die nahe Verwandtschaft zwischen dem Cholesterin und 
den Gallensiuren ist dadurch erwiesen worden, daB beim 
Abbau des Cholesterins zwei Monocarbonsiuren (,,H,,0, 
(Cholansiure und Hyo-cholanséure) und eine Tricarbonsdure 
C,,H,,0, (Iso-litho-biliansiure) erhalten worden sind, die sich 
auch aus den Gallensiuren des Rindes und des Schweines 
darstellen lassen.') Dagegen ist die Umwandlung des Chole- 


sterins (I) in eine der in der Natur vorkommenden Gallen- 
siuren, die zu den Mono-, Di- und Trioxy-cholansiuren ge- 
héren, bisher noch nicht gelungen. Als Vorarbeit zur Lésung 
dieser Aufgabe haben wir den Ubergang des Cholesterins in 
 4-Oxy-hyo-cholansaiure studiert. 
CH, 
H,O cH ‘ 


H 3 doer ae {c,Hty-CH, CHC), 


Ho —cn, : 


Cholesterin — 





) Chem. Ber. Bd. 52, S. 1915 (1919). Liebig, Ann. der Chem. 
Bd. 488, S. 278 (1928). Diese Zs. Bd. 126, S. 277 (1928). 
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CH, 
Pgs. 
H,C CH.. 


1 1 yt: Pe 
side bat: {Cts Cy CCH ie i ‘to COOH 


af Oe “ C_cz, 
dé Ga ox, : ry ie be 
Ne, . ti ek UE, UH, 


ie : Hyo-cholansiure 


Als Ausgangsmaterial fiir diesen Abbau bietet sich das 
4-Oxy-cholestan oder Dihydro-cholesterin') dar. Wie aus dem 
Cholestan (II) unter Abspaltung von Aceton die Hyo-cholan- 
siure (III) entsteht, sollte aus dem 4-Oxy-cholestan (IV) die 
rrr ector a ery (VIT) ee 


ue OH.. ine: 
e Ye <_on, ee on, 


0 dH GB, ad dx Gu, 
HORS WH, Viton GH, 
IV V 
Dihydro-cholesterin 4-Chlor-cholestan 


Der Versuch 1a8t sich hier aber nicht in dieser einfachen 
Weise durchfiihren, weil das Dihydro-cholesterin ([V) an der 
sekundiren Alkoholgruppe leichter dem Angriff des Oxydations- 


cH, CH, 
“Un. C,.H,,-COOH HC UH. C, H,,-COOH 
ab jo wy, fOutwrooH 


H,@ —cn, BS —CH, 


| da ed d 
oe are 
VI 


4-Chlor-hyocholansaure pre Pak ete 





1) Willstaitter u. Meyer, Chem. Ber. Bd. 41, 8. 2199 (1908). 


C,,H;,.-CH,+CH(CH,) | H,,:CH,CH(CH 
i: |e 19° CH,-CH(CH;), HO oe. C,.-H,.-CH,CH(CH,) 


H¢ 
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mittels ausgesetzt ist als ander Seitenkette. ‘Wir haben 
darum an Stelle des 4-Oxy-cholestans das 4-Chlor-cholestan (V) 
gewahlt*), haben es zur 4-Chlor-hyocholansiure (VI) oxydiert 
und diese zur 4-Oxy-hyocholansaure (VII) verseift. Die 4-Oxy- 
hyo-cholanséure ist ein Isomeres der aus Rindergalle dar- 
gestellten Lithocholsiure (3-Oxy-cholansiure VIII). Durch 
Oxydation mit Chromsiure wird die 4-Oxy-hyocholansaure in 
eine Tricarbonsaure C,,H,,O, (LX) tibergefiihrt, die v. Staden?) 
bereits auf anderem Wege aus dem Cholesterin dargestellt 
hat. Diese Stadensche Saure ist ein Stereoisomeres der Iso- 
lithobiliansfure (X). 


HL CH.. H.C O8.. 
b toh s COOH b Jct ® COOH 
H CH.. H H.. 
Be C—CHy : ™ | Son r 
a 
HOHG HC——OH, * HOOd cH—GH, ° 
) - 
ii, HOOG 
VIII Ix 
Lithocholsaure Stadensche Saure 
H.C CH... H.C OH... 
é é C,,H,,»>COOH }o,.t..-c008 
a H... HC C8... | 
H.C —cnH, ee ee. | 
d ( i aut | { | CHOH a 
HOO HC oe , i H, CH—CGH, | 
HOOG Sion 
x XI - 
Iso-lithobiliansaure 4, 7-Dioxy-hyocholansaure 


AuBer der 4-Oxy-hyocholansiure haben wir auch die 
4,1-Dioxy-hyocholansiure (XI) darzustellen versucht, bisher | 
ohne Erfolg. — | 

Ausgegangen sind wir von dem .Diacetylderivat des 4,7- | 
Cholestandiols*) (XII), wir hofften auch hier die Isopropy)- 





*) Diese Zs. Bd. 115, S. 149 (1922). 
*) Chem. Ber. Bd. 50, 8. 186 (1917) und Diese Zs. Bd. 115, S. 269 
(1921). | 


i 
’) Mauthner, Mon.-H. fiir Chemie Bd. 30, S. 641 (1909). | 
| 
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gruppe aus der Seitenkette abspalten zu kénnen, ohne dep 
tibrigen Teil des Molekiils zu verandern. Dies erwies sich 
indessen als nicht durchfiihrbar, vielmehr wurde der Sechs. 
ring an der Acetylgruppe aufgebrochen, und es entstand ein 
Reaktionsprodukt, das bei der Verseifung in eine Lacton- 
carbonséure C,,H,,O, (XIII) iiberging. Vermutlich ist der 
Vorgang folgendermaBen zu formulieren: 


C,.H,, Ci Hs, 


> ae He | 

HS G—CH, > ae +f 
wh da_getnoconny, wood  da_enococe, | 
én HOOG | 


CHOCOCH, 














XII 
4, 7-Cholestandiol-diessigsiureester 
: CysHs, : ; - CisHs, . 
Ho OY He 
HL > HO X H, 
Hoo¢ 46H HOH | ams . 
HOOG WH, Hoos 4H OH 


H, 
XIII 


Lacton-carbonsiiure C,,H,,0, 


Um zu priifen, ob tatsachlich der Ring I durch Oxydations- 
mittel an der sekundiren Alkoholgruppe aufgespalten wird, 
auch wenn diese acetyliert ist, haben wir den Essigsiureester 
des 4-Oxycholestans (XIV) mit Chromsiure oxydiert und sind 
dabei tatsichlich zu der schon bekannten Dicarbonsiure 
C,,H,,0,') (XV) gelangt. Die Acetylierung der Hydroxylgruppe 
gewihrt ihr also keinen geniigenden Schutz, es wird daher 
nétig sein, an Stelle des Diacetylderivates (XII) das schwer 
zugingliche 4, 7-Dichlor-cholestan fir den Abbau zu verwenden. 











1) Chem. Ber. Bd. 47, S. 2387 (1914). 
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CisHs, Cy pHs, 


: He . | HO eae 
H, cA o ed 0.7 
HO buch, ‘ ak ga 


CHOCOCH, HOOG” 
XIV XV 








4-Chlor-hyocholansaure (VJ). 
Das als Ausgangsmaterial dienende 4-Chlorcholestan 


1 wurde nach Mauthners Vorschrift') aus mehrmals umkry- 


stallisierten Cholesterylchlorid durch Anlagerung von Wasser- 


, | stoff dargestellt. Die methodischen Fortschritte in der 


Technik des Hydrierens geben sich dadurch zu erkennen, daB 
gegeniiber den 70 Stunden, die Mauthner zum Hydrieren von 


q 5 g brauchte, jetzt nur noch ebenso viele Minuten nétig sind, 


wenn man als Katalysator sauerstoffhaltiges Platin und als 
Liésungsmittel an Stelle von Ather ein Gemisch von Ather 
und Eisessig verwendet. 

Kine Lésung von 3 g 4-Chlor-cholestan in 120 ccm warmem 
Kisessig wurde allmahlich mit einer konz. wabrigen Lésung 
von 9 g Chromsiureanhydrid versetzt und 6 Stunden auf 95° 
erhitzt; die Aufarbeitung geschah in der schon hiufig ge- 
schilderten Weise durch Ausschiitteln der Oxydationsflissigkeit 
mit Ather und durch Zerlegung des Reaktionsproduktes in 
einen neutralen und sauren Anteil; der neutrale Anteil war 


] | unverindertes Ausgangsmaterial; der saure Anteil lieferte ein 


sehr schwer lésliches Kaliumsalz, aus dem beim Zerlegen mit 
verdiinnter Schwefelsiure eine chlorhaltige Saure abgeschieden 


| wurde; diese krystallisiert aus Essigsiure, Aceton oder Essig- | 


ester in gut ausgebildeten Nadeln, die bei 175 —176° schmelzen. 


| Ausbeute an ganz reinem Material nur 4—5°/,. ’ 


3,035 mg Substanz gaben 8,172 mg CO,, 2,714 mg H,0. 


C,,H,,0,Cl ‘ Ber. C 13,35 of, H 9,89 , 
Gef. ,, 73,45 ,, » 10,01 ,, 





») Aa. O. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXLY. 18 
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0,2434 g Substanz verbrauchten 6,44 ccm n/10-Lauge. 
C,,H,,0,Cl (einbasisch) Aquivalentgewicht) Ber. 394 Gef. 378 
Die 4-Chlor-hyocholansiure gibt mit Diazomethan 
einen Methylester, der aus Methylalkohol in langen Nadeln 
krystallisiert und bei 128° schmilzt. 
Methoxylbestimmung: 3,848 mg Substanz gaben 2,192 mg Ag). 
C,,H,,0,C1 Ber. OCH, 7,60 °, Gef. 7,53 %/, 














4-Oxy-hyocholansaure (VII). 

Das Chlor der 4-Chlor-hyocholansaéure erweist sich als 
sehr widerstandsfaihig gegeniiber Alkalien; es muBte darum 
folgendermaBen verfahren werden: 0,2 g 4-Chlor-hyocholan- 
siure wurden in einem Silbertiegel mit 0,1 g Kupferacetat 
und 20ccm 5°/,iger Kalilauge vermischt, der Tiegel mit 
Inhalt wurde in einen Autoklaven gebracht und 6 Stunden 
auf 160—170° erhitzt. Das mit Sauren ausgefillte Ver- 
seifungsprodukt war chlorfrei, es krystallisierte aus Essigester, 
Aceton und verdiinntem Alkohol in schénen Nadeln und schmolz 












bei 208°. 
3,089 mg Substanz gaben 8,643 mg CO,, 3,021 mg H,0. 
C,,H,,0; Ber. C 76,54 °/, H 10,72 %, 











Gef. ,, 76,85 ,, » 10,94 ,, 

Die 4-Oxy-hyocholansiure liefert ebenso wie die Chlor- 
hyocholansaure sehr schwer lésliche Alkalisalze. 

Der mit Diazomethan bereitete Methylester krystal- 
lisiert in Nadeln vom Schmelzp. 162°. 

Methoxylbestimmung: 2,201 mg Substanz gaben 1,262 mg AgJ. 

CoH 30, Ber. OCH, 7,95 °/, Gef. 7,60 °/, 

Bei der Oxydation mit Chromsiure lieferte die 4-Oxy- 
hyocholansaéure eine in Alkalien leicht lésliche Tricarbon- 
siure, die sich durch ihren Schmelzpunkt und den Schmelz- 
punkt ihres Trimethylesters mit der Stadenschen Saure 
als identisch erwies. 


Lactonsaure C,,H,,0, (XIII). 


Das fir diese Versuche verwendete 4, 7-Dioxy-cholestan 
wurde aus dem Cholesterin iiber das Nitro-cholesterylacetat 
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und das 4-Oxy-7-oxo-cholestan dargestellt') und in sein 
Diacetylderivat tibergefiihrt. 2 g dieses Stoffes, in 5 ccm 
warmem LHisessig gelést, wurden im Verlauf von 6 Stunden 
mit 5 g Chromsdureanhydrid bei 95° oxydiert. Das mit 
Ather isolierte Reaktionsprodukt wurde 1 Stunde mit 10°/, iger 
alkoholischer Kalilauge gekocht und das Verseifungsprodukt 
mit verdinnter Salzsiure ausgefallt. Beim Umkrystallisieren 
dieses Materials aus Essigester erhielten wir auBer einer ge- 
ringen Menge eines schwer léslichen Stoffes vom Schmelz- 
punkt 232° in der Hauptsache eine in Blattchen krystalli- 
sierende Sdure, die bei 195—196° schmolz. 
3,006 mg Substanz gaben 8,272 mg CO,, 2,795 mg H,O. 
C.,H,,0, Ber. C 75,00 °/, H 10,18 %/, 
Gef. ,, 75,08 ,, » 10,40 ,, 
In der Kalte titriert sich die Siure C,,H,,0, einbasisch 
in der Hitze zweibasisch. 


0,1533 g verbrauchten bei Zimmertemperatur 3,70 cem n/10-Lauge, 
bei Wasserbadtemperatur 7,51 cem. 


| Aquivalentgewicht C,,H,,0, Ber. einbasich 482 zweibasisch 216 


Gef. 411 204 
Die Lactoncarbonsaure ist ziemlich bestandig gegen Oxy- 


; dationsmittel und destilliert im Hochvakuum unzersetzt. 


Ihr Methylester schmilzt bei 99°. 


3,167 mg Substanz gaben 8,722 mg CO,, 2,967 mg H,O. — 3,979 mg 
Substanz gaben 2,250 mg AgJ. 
CopH,.0, Ber. C 75,88°, H 10,40% OCH, 6,95°%, 
Gef. ,, 15,13 ,, » 10,48 ,, n 1,48 » 





’) Experimentelle Einzelheiten in der Dissertation von R. HoBfeld, 
Géttingen 1925. 
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Glucose und Fructose in alkalischen und phosphathaltigen 
Lésungen. 


Von 


Hans v. Euler und Ragnar Nilsson. 


(Aus dem chemischen Laboratorium der Hochschule Stockholm. ) 
(Der Redaktion zugegangen am 24. Marz 1925.) 


In einer Reihe besonders wichtiger — man kann sagen 
der wichtigsten — biochemischen Umsetzungen der Hexosen, 
nimlich bei der Kohlehydratspaltung im Muskel und bei der 
alkoholischen Garuug in der Hefe sind Phosphate wesentlich 
beteiligt; es kann wohl kaum mehr bezweifelt werden, dab 
die Kohlehydratphosphorsaiureester notwendige Durchgangs- 
stufen beim biologischen Abbau der Hexosen und bei den 
damit in engstem Zusammenhang stehenden Synthesen dar- 
stellen. Das tiefere Kindringen in die chemischen Beziehungen 
zwischen Hexosen und Phosphaten ist deshalb fiir manche 
zentralen biochemischen Probleme ein Erfordernis. 

Die Beziehungen zwischen Zuckerarten und Phosphaten 
sind ihrerseits wieder direkt abhangig von der Aciditat und 
Alkalinitat der Liésungen, nicht nur dadurch, daB der Ac- 
ditétsgrad die Konzentration der Molekiilarten PO,H,’, PO,H’, 
PO,” und PO,H, bestimmt, sondern auch durch die Salz- 
bildung der Glucose, deren Reaktionsfahigkeit sich durch die 
Aufnahme oder Abgabe einer negativen Ladung Andert. | 

Die niachste Veranlassung zu den hier mitzuteilenden 
Versuchen war fiir uns die vergleichende Untersuchung der 
Kohlehydratspaltung in der tierischen Muskel und in Mikro- 








en 
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organismen und sie schlieBt sich also direkt an die Unter- 
suchungen von Euler, Myrback') und Nilsson?) an. 


I. Optische Drehung der Glucose und Fructose in alkalischer 
und saurer Loésung. 


Vor langerer Zeit hat der eine von uns‘) gezeigt, daB 
Glucose in alkalischer Lésung eine betrichtliche, reversible 
Anderung der spezifischen Drehung erfahrt. 

Die damals hinsichtlich der Glucose angegebenen Zahlen, 
welche sich auf die Temperatur 0° (vorgekiihlte Lésungen) und 
Natriumlicht beziehen, waren die folgenden: 














Mischung gleicher nese Mischung gleicher rns 
: 2 dm-Rohr : 2dm-Rohr 
Raumteile von Raumteile von 
(°) (°) 
1 n-Glucose + H,O 10,4 0,5 n-Glucose + H,O 5,2 


1 n-Glucose-+-1 n-NaOH 8,1 ||0,5n-Glucose+0,5n-NaOH] 4,2 
1 n-Glucose + 2 n-NaOH 7,8  ||0,5 n-Glucose + 2n-NaOH 4,2 
1 n-Glucose + 2 n-KOH 1,8 1n-Glucose+0,5n-NaOH] 9,9 














Im Zusammenhang mit diesen orientierenden Messungen 
wurde wohl zum erstenmal darauf aufmerksam gemacht, daB 
vor den zeitlich meBbar verlaufenden Drehungsainderungen, 
welche mit der Lobry de Bruynschen Reaktion zusammen- 
hingen, eine augenblicklich verlaufende Drehungs- 
anderung stattfindet, welche auf die Bildung von 
Glucosationen zurickzufihren ist. 

Ahnliche Versuche wie unsere eben besprochenen sind 
spater von verschiedenen Seiten wiederholt worden. Wir er- 
wahnen Bleyer und Schmidt‘), J. Groot’), sowie Kuhn 
und Jakob.) 





1) Euler, Myrback u. Karlsson, Diese Zs. Bd. 148, S. 248 (1925). 
*) Euler, Myrbick u. Nilsson, Diese Zs. Bd. 144 (1925). 

*) Euler, Chem. Ber. Bd. 39, S. 344 und zwar S. 350 (1906). 

*) Bleyer u. Schmidt, Biochem. Zs. Bd. 141, S. 278 (1928). 

5) J. Groot, Biochem. Zs. Bd. 146, S. 72 (1924). 

*) Kuhn u. Jakob, Zs. physikal. Chem. Bd. 113, S. 389 (1924). 
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Was die Deutung dieses Drehungsriickganges anbetrifft, 
so denken Bleyer und Schmidt?) an eine Abhangigkeit des 
a, 8-Glucosegleichgewichts, was sich aber, sofern die undisso- 
ziierten Glucoseformen gemeint sind, nicht mit den bestehenden 
quantitativen Beziehungen in Ubereinstimmung bringen 1a8t. 
Groot, wie auch Kuhn und Jakob schlieBen sich dem von 
Euler gezogenen SchluB an, daB sich die spezifische Drehung 
der Glucosationen an Stelle der spezifischen Drehung der Glucose 
geltend macht. 

Wie der eine von uns friher (a. a. O., S. 350) betont hat, 
ist der Unterschied der Drehung der Glucoseanionen und der 
nicht dissoziierten Glucosemolekiile gering. ,,... Eine Be- 
rechnung des Hydrolysegrades der Hexosen aus obigen polari- 
metrischen Messungen liefert deshalb zu ungenaue Resultate.« 
Das Gleiche galt zunachst fiir die umgekehrte Berechnung, 
nimlich fiir die Ermittlung der spezifischen Drehung der 
Glucoseanionen unter Zugrundelegung des anderweitig berechen- 
baren Hydrolysegrades des Alkaliglucosates (die Dissoziations- 
konstante der Glucose als Séure war bereits damals bekannt; 
sie war auf Grund eigener Messungen bei 0° zu 1,8-107!° an- 
genommen worden; unsere neueren Messungen ergaben 1,2-10—). 

Als dann spiter die orientierenden Messungen erweitert 
wurden, bestand gegen letztere Berechnung ein Bedenken, 
nimlich die Unsicherheit, ob a- und #-Glucose als gleich 
starke Sauren behandelt werden kénnen. Kuhn und Jakob, 
welche sich in ihrer bemerkenswerten Untersuchung ebenfalls 
mit der Salzbildung der Glucose beschaftigen, sehen von dieser 
Schwierigkeit ab, und fihren die erwahnte Berechnung einfach 
fir Gleichgewichtsglucose aus; sie schreiben: ,,Die Glucose, 
welche in unelektrischem Zustand [#], =-+ 52,8° aufweist, 
besitzt in Form ihrer Anionen [a], = + 41,5°“ 

Unsererseits méchten wir eine Berechnung der spezifischen 
Drehung der ,,Glucoseanionen“ ohne Beriicksichtigung der 
a- und #-Form nicht in dieser Weise vornehmen; denn auch 
wenn das a@,§-Gleichgewicht durch wechselnde Alkalikonzen- 








1) Bleyer u. Schmidt, Biochem. Zs. Bd. 141, S. 278 (1928). 
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trationen nicht geindert wird, muB es von vornherein als 
aweifelhaft angesehen werden, ob die Anderung der spezifischen 
Drehung beim Ubergang «-Glucose in «-Glucosat (a-Glucose- 
anion) der Anderung f-Glucose in f-Glucosat (@-Glucoseanion) 
quantitativ entspricht. 

Wir haben zunachst die oben angegebenen friiheren Ver- 
suche wiederholt, und zwar bei Zimmertemperatur (Mittel 18°). 

















Drehung Drehungs- 
Mischung gleicher Raumteile von 2 dm-Rohr differenz 
(°) (’) 
ipomee HO 6 6 a ek 9,80 oe 
1n-Glucose + 1n-NaQH . 7,53 : 





Der Versuch aus dem Jahre 1906 hatte eine Differenz 
von 2,3° ergeben, was also gut mit dem jetzt gefundenen 
Wert 2,27° tibereinstimmt. Eine Berechnung der spezifischen 
Drehung wiirde selbst dann, wenn die relativen Mengen @- und 
8-Glucosationen bekannt waren, noch mit der erheblichen 
Unsicherheit behaftet sein, daB die spezifische Drehung der 
nichtdissoziierten Teile der Na-Glucosate, welche hier nicht 
vernachlassigt werden kénnen, ganz unbekannt ist. 

Im Aciditatsgebiet p, = 2 bis p,, = 11 ist die Drehungs- 
anderung durch Zusaitze von HCl und NaOH bzw. KOH der 
Glucose so gering, da8 sie innerhalb der Beobachtungsfehler 
fallt. Dies zeigt die folgende Tabelle fiir Glucose (Zimmer- 




















Glucose. 
— 
Zusammensetzung der | Drehung Differenz 
Lésungen (°) (°) 

0,3 n-Giucose, 0,1 n-HCl. . 0,95 5,92 | 
G@8n-Gincose ..... _ 5,92 

0,3 n-Glucose, 0,01 n-KOH . 9,94 5,96 | 0,04 
OSn-Glueose .. ..: a 9,80 

0,5 n-Glucose, 0,5n-HCl . — 9,80 

0,5n-Glucose, 2n-HCl . . 9,84 
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Fructose. 
Temperatur 16,6°, 
Zusammensetzung der Drehung Differenz 
Lésungen Pu (°) (°) 
0,84 n-Fructose, 0,0016 n-HCl 8,51 — 11,92 
0,03 
0,34 n-Fructose, 0,0008 n-KOH 1,81 — 11,95 








temperatur), und ein entsprechendes Resultat haben wir fiir 
Fructose erhalten. 


II. Die Zymohexosen Glucose, Fructose und Galaktose 

in phosphathaltigen Lésungen. 

Die Zuckerspaltungen im Tierkérper, in Hefe und in 
anderen Mikroorganismen werden durch die Phosphorylierung 
eingeleitet und es liegt nahe anzunehmen, daB diese biochemisch 
so wichtige Reaktion durch Molekiile vermittelt wird, welche 
als Molekularverbindungen zwischen den Phosphationen mit den 
Hexosen betrachtet werden kénnen; insbesondere macht die 
Kinetik der Zymophosphatbildung im Muskel eine solche An- 
nahme wahrscheinlich. 

‘Wir haben deshalb solche Verbindungen zwischen Phos- 
phaten und Hexosen niher zu studieren begonnen und haben 
uns tiber den Grad der Komplexbildung zunichst in zweifacher 
Weise orientiert, nimlich durch Untersuchung der Drehungs- 
anderungen, welche Phosphate in solchen Hexoselésungen 
hervorrufen und durch Gefrierpunktsbestimmungen, welche die 
Anderung der gesamten Molekilkonzentration zu ermitteln 
gestatten. 


1. Polarimetrische Messungen. 


Zur Methodik. Um volumetrische Fehler méglichst zu 
vermeiden, wurden alle zu vergleichenden Lésungen stets in 
denselben MeBkolben bereitet. : 

Simtliche Messungen beziehen sich auf ein 200 mm- 
Polarisationsrohr; die Ablesungen geschahen in einem Apparat 
von Schmidt und Haensch und zwar bei dem durch ein 
Bichromatfilter filtrierten Licht einer Quecksilber—Quarzlampe. 








Wir teilen zunichst die Versuchsdaten mit. 


Glucose. 


Pu = 4,5. 
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Zusammensetzung der 
Lésungen 


(°) 


Drehung | Differenz 


(") 








0,5 n-Glucose : 
0,5 n-Glucose, 0,5 n- KH,PO, 





Pu = 6,3, 


0,5 n-Glucose oe 
0,5 n-Glucose, 0,33 n-PO, 





9,67 





9,73 


Fructose. 


Pu = 6,3. Temperatur 16,7°. 


9,77 
0,10 


9,85 
0,12 




















Zusammensetzung der. Drehung Differenz 
Lésungen (°) (°) 
0,5 n-Fructose — 17,10 02s 
0,5 n-Fructose, 0,33 »-PO, — 17,85 peat 
Die erste Probe nadia — 17,04 ' 


Die Temperatur der Umgebung war die ganze Zeit auf 
0,1° konstant. Um uns gegen die Hinfliisse von Temperatur- 
schwankungen zu schiitzen, nahmen wir die folgenden Ver- 
suche in einem Mantelrohr vor, das durch einen Wasserstrom 
immer auf derselben Temperatur gehalten wurde. 

















Pu = 6,3. 
Zusammensetzung der Drehung Differenz | Temperatur 
Liésungen (°) (°) a 
0,5n-Fructose .. . ‘ — 17,40 ae 16,8—17,0 
0,5 n-Fructose, 0,33 n-PO, — 17,56 ' 16,8—16,9 
Pu = 6,3 
in-Fruetose. . ... . — 84,90 - 16,8—16,9 
0,37 
1 n-Fructose, 0,33 n-PO, — 85,27 16,8—16,9 
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Galaktose. 
Pu = 6,3. Temperatur 18,5°. 




















Zusammensetzung der Drehung Differenz 
Lésungen (°) (°) 
0,5n-Galaktose. . . .. 15,08 004 
0,5 n-Galaktose, 0,83 n-PO,. 15,04 ‘ 


Gefrierpunktserniedrigungen. 


Samtliche Versuche sind mit Fructose gemacht. 
Pu = 4,5. 
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Zusammensetzung der Gefrier- Mittel Gefrierpunkts- 
Lésungen punkt (°) (°) erniedr. (°) 








Wasser — 8,632 
— 3,629 
— 3,628 
— 3,625 
0,4 n-Fructose — 4,517 
— 4,518 — 4,518 0,889 

— 4,518 
0,4 n-PO, — 4,948 
— 4,936 
— 4,935 [7 — 4,937 1,308 
— 4,930 
— 4,937 | 
— 5,830 
0,4 n-Fructose, 0,4 n-PO, — 5,825 — 5,825 2,196 
— 5,820 





— 3,629 0 





























































Pu = 8,3. 
Zusammensetzung der Gefrier- Mittel Gefrierpunkts- 
Lésungen punkt (°) (% erniedr. (°) 
Wasser 2,800 
ape 2,798 0 
0,4 n-Fructose 1,949 
1,950 1,950 0,848 
0,27 n-PO, 1,875 
: 1,879 1,877 0,921 
0,4 n-Fructose, 0,27 n-PO, 1,067 
1,070 1,067 1,731 
1,065 
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Po = 8,3, 








Zusammensetzung der 


Lésungen punkt (°) (°) erniedr. (°) 





Gefrier- | Mittel one 








Wasser — 8,682 
— 3,629 
— 3,682 
— 8,625 
0,4 n-Fructose — 4,515 
— 4,520 
0,09 n-PO, — 4,090 
— 4,110 
— 4,090 |} — 4,099 0,470 
— 4,104 
— 4,108 
0,4 n-Fructose, 0,09 n-PQ, — 4,885 
— 4,882 
Nach 15 Stunden — 4,895 


— 3,629 0 


— 4,518 0,889 





— 4,884 1,255 











Bei diesen durch Gefrierpunktsversuche ermittelten Kom- 

'  plexen?), sowie bei den vorhergehenden polarimetrischen Be- 

| stimmungen trat die Gleichgewichtsfructose, also ein Gemisch 

; von @- und #-Form in Reaktion, und die Frage bleibt offen, 

ob die beiden Hexoseformen an diesen Wirkungen im gleichen 
MaBe beteiligt sind. 

















Zusammenfassung. 
Gefrierpunktserniedrigungen in Graden 

Pu Fructose- | Phosphat- ; : 
4 lésung lésung Summe | Mischung | Differenz 
- / 

: 4,5 0,899 1,308 2,197 2,196 0,001 - 

- &§ 6,3 0,848 0,921 1,769 1,781 0,038 

8,8 0,889 0,470 1,859 1,255 0,104 

















Die gefundenen Gefrierpunktserniedrigungen zeigen 
deutlich einen zwischen Fructose und Phosphat 





1) In die Veriinderung der Molekilzahl geht — worauf wir spiiter 
zurickkommen — auch die Verinderung der Dissoziationskonstante der 
Phosphorsiure und des sauren Phosphates ein, analog dem an Mannit 
und Borsiéiure bekannten Effekt. 





; 
; 
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eintretenden Vorgang an, welcher die gesamte Molar- 
konzentration vermindert. Der gefundene Effekt 
nimmt von p, = 4,5 an mit abnehmender Aciditat der 
Lésung stark zu. Er ist mit einer Zunahme der Drehung 
der Fructose verbunden. 

Vergleicht man die untersuchten Zymohexosen, 
so tritt der Effekt bei Fructose erheblich starker 
hervor als bei Glucose, wobei allerdings hervorzuheben 
ist, daB die im Blut vorhandene Glucoseform (der 
Blutzucker) eine wesentlich gréBere Affinitit zum 
Phosphat zeigen kann, als die @- bzw. B-Form. 

Es liegt nun nahe, diese besondere Fahigkeit der Fructose 
zur Bindung von Phosphat zunachst mit der Sonderstellung 
in Zusammenhang zu setzen, welche die Fructose bei der 
Bildung der Zymophosphate (Kohlehydratphosphorsaureester) 
nach Harden und Young?) einnimmt. Diese Sonderstellung 
aiuBert sich, wie bekannt, besonders darin, da die durch 
Phosphatzusatz erreichbare Garungsgeschwindigkeit bei Fructose 
sehr viel héher ist als bei Glucose; dabei ist, wie ebenfalls 
Harden und Young fanden, die fiir die Garungsbeschleu- 
nigung optimale Phosphatkonzentration hoéher. 3 

Auch die optimale Aciditaét der Zymophosphatbildung und 
die dabei beobachtete Besonderheit bei Fructose’) laBt sich 
mit den obigen Befunden in Zusammenhang setzen; eine quan- 
titative Verkniipfung der Komplexbildung zwischen Zymo- 
hexosen und Phosphat miissen wir uns aber noch fiir die 
Erweiterung unseres Versuchsmateriales vorbehalten. 

DaB es sich um eine Erhéhung der Reaktionsfihigkeit 
der Zymohexosemolekiile, besonders der Fructose handelt, 
also darum, daB die Molekilart Hexose-Phosphat labiler 
ist als die entsprechende freie Hexose, tritt einstweilen 
bei nicht enzymatischen Vorgingen klarer zutage als bei 
enzymatischen. Erwihnt seien hier nur die Versuche von 
O. Warburg’) itiber die Oxydation von Fructose in 


1) Harden u. Young, Proc. Roy. Soc. Bd. 81, S. 336 (1909). 
*) Euler u. Nordlund, Diese Zs. Bd. 116, S. 229 (1921). 
5) O. Warburg u. Yabusoe, Biochem. Zs. Bd. 146, 8. 380 (1924). 
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Phosphatlésungen, welche neuerdings durch Meyerhof') die 
interessante Erklarung gefunden huben, daB hier eine durch 
Schwermetalle, vermutlich einen Ferri—Glucose—Phosphat- 
komplex, beschleunigte Oxydationskatalyse vorliegt. Was die 
Rolle der Glucose—Phosphatmolekile betrifft, so mag ein Ein- 
fiuB der Phosphate auf die Lobry de Bruynsche Reaktion, 
auf die Mutarotation der Glucose?) und auf die Kinwirkung 
yon Permanganat auf die Hexosen*) erwihnt werden. Kuhn 
und Jakob (a. a. O.) haben im AnschluB an ihre Versuche die 
Ansicht ausgesprochen, daB in phosphathaltigen Fructose- 
lésungen eine besonders reaktionsfahige Form des Frucht- 
zuckers auftritt; weitere Versuche werden zeigen, ob sich hier 
nicht die Hexose—Phosphatkomplexe als reaktionsvermittelnde 
Molekiile geltend machen.*) 





1) Meyerhof u. Matsuoka, Biochem. Zs. Bd. 150, §S. 1 (1924). 
Siehe auch die Arbeiten von Spoehr [Jl. Amer. Chem. Soc. Bd. 46, 
S. 1494 (1924)] und von Goard u. Rideal [Proc. Roy. Soc. A. Bd. 105, 
S. 148 (1924)]. 

*) Euler u. Hedelius, Biochem. Zs. Bd. 107, S. 150 (1920). — 
Kuhn u. Jakob, Zs. physikal. Chem. Bd. 113, S. 389 (1924). 

8) E. F. Armstrong u. Hilditch, Jl. Chem. Soc. Bd. 115, 8. 1410 
(1919). y 
*) Bei dieser Reaktion tritt durch Alkalizusatz an beiden Kompo- 
nenten (Hexose und Ubermangansiiure) Salzbildung ein, wodurch eine 
zweifache py;-Abhingigkeit besteht. DaB es sich hierbei nicht um die 
Bildung von Zymophosphaten und iiberhaupt nicht um Molekiile mit 
organischer PO,-Bindung handelt, geht auch aus Versuchen von Neu- 
berg und Kobel [Biochem. Zs. Bd. 155, S. 499 (1925)] hervor. 













































Uber die Verbindungen des Formaldehyds mit Glykokoll. 


Von 


Max Bergmann und Hellmut Ensslin. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fir Lederforschung zu Dresden.) 
(Der Redaktion zugegangen am 24. Marz 1925.) 


a ee 
a 


Bei der Einwirkung von iiberschiissigem Formaldehyd auf 
Glykokoll-athylester entsteht nach den Beobachtungen von 
Bergmann, Jacobsohn und Schotte’) eine Verbindung aus 
3 Molekiilen Aldehyd mit 1 Molekiil Ester, die den Namen 
Triformalglycinester erhielt. Diese Anhaufung des Form- 
aldehyds, die sich auch bei anderen Aldehyden findet*), wurde 
als Funktion der Amidogruppe erkannt. Sie wird gestért, 
wenn man den Triformalglycinester mit Baryt behandelt; dabei 
entsteht dasselbe Methylenglycin-bariumsalz (s. weiter unten 
Formel III), das man auch bei der Wechselwirkung von 
Formaldehyd mit Glycinbarium direkt erhialt.*) So entstand 
die pflanzenphysiologisch und gerbereichemisch interessante 
Frage, ob an die Stickstoffgruppe der Salze von Aminosauren 
iiberhaupt mehr als ein Aldehydmolekiil angelagert werden 
kann. Wir kénnen diese Frage bejahen; denn bei der Wechsel- 
wirkung von Glykokoll—Kupfer mit Formaldehyd erhielten wir 








1) Diese Zs. Bd. 131, S. 18 (1923). 

*) M. Bergmann u. A. Miekeley, Chem. Ber. Bd. 57, 8. 662 (1924). 

3) Diese Zs. Bd. 181, S. 22 u. 24 (1924). Dort habe ich leider iiber- 
sehen, daB das Methylenglycin-barium schon friiher von H. Franzen 
u. E. Fellmer aus den Komponenten bereitet war. Ich verweise darum 
hier ausdriicklich auf die Arbeit dieser Forscher; vgl Jl. fiir prakt. Chem., 
2. Ser., Bd. 95, S. 299 (1917). Bergmann. 
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ein Salz, das auf 1 Metallatom und 2 Glycinreste nahezu 


© 6 Molekiile (genauer: 5°/, Molekiile) Formaldehyd enthielt. Wir 


fassen es als Triformal-glycinkupfersalz von der Formel 
L [(CH,),0,* NCH,COO},Cu 
auf und sind der Meinung, daB das sogenannte Oxytrimethylen- 


| glycinkupfer, dem H. Krause’) die Formel 


_-AB,: NH-CH,- C00 
II. ckon Cu + 3CH,O 


NCH, - NH-CH,- COO 


+ gegeben hat, ebenfalls nichts anderes ist als Triformal-glycin- 
| kupfer. Dabei lassen wir vorerst unentschieden, ob die von 


uns gegebene Formel die Struktur der Verbindung erschépfend 
wiedergibt, oder ob noch besondere Bindungen vom Kupfer zu 
den Stickstofigruppen und Aldehydresten hin zur Wirkung 


> kommen. 


Wir haben 3g Glykokollkupfer mit 20 ccm Formalin- 
lésung von 30°/, 15 Stunden auf 50—52° erwarmt, dann die 


4 reichlich (3,75 g) abgeschiedenen Krystalle abgesaugt, mit wenig 
| eiskaltem Formaldehyd gewaschen, unter 500 Atmosphiren 


Druck zwischen Papier abgepreBt und bei 20° und 12 mm 
iiber Phosphorpentoxyd auf konstantes Gewicht gebracht. Bei 
78° und 0,5 mm trat dann kein bemerkenswerter Gewichts- 
verlust mehr ein. 

0,1351 g Subst. gaben 0,1657 g CO, und 0,0585 g H,0. 


5,984 mg_,, » 0,431 ccm N (20°, 750 mm, iiber 50°/,iger KOH). 
0,3071¢ ,, »  0,0698 g CuO. 


 C,.H,,0,N.Cu (855,72) Ber. C 83,73°, H4,53%, N 7,88°/, Cu 17,87%, 


Geof. 046 408 800 ~. 


Da das Kupfersalz nicht umkrystallisiert ist, kénnen die 
gefundenen Werte als recht befriedigend angesehen werden. 
Die kleinen Abweichungen von der Theorie (sie ist fir eine 
Aufnahme von 6 Molekiilen Aldehyd bei Austritt von 2 Wasser- 
molekiilen berechnet) erkliaren sich durch einen etwas zu 
niedrigen Aldehydgehalt: 

0,2788 g Kupfersalz mit Phosphorsiure destilliert ver- 





*) Chem. Ber. Bd. 51, S. 187 u. 148 (1918). 
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brauchten in der Vorlage 90,55 ccm n/10-Jodlésung entspr. 
48,75°/, abgespaltenem Formaldehyd (auf die Einwage berechnet), 
wahrend 50,6°/, theoretisch waren. Arbeitet man mit der 
Halfte Formaldehyd, wie es Krause’) getan hat, also im 
Effekt in verdiinnterer Formaldehydlésung, so sinkt nach unsern 
wiederholten Bestimmungen die Menge des aus dem erhaltenen 
Salz abspaltbaren Aldehyds auf 45—46°/,. Diese Erscheinung 
hangt mit der groBen hydrolytischen Empfindlichkeit derartiger 
aldehydreicher Gebilde zusammen, auf die wir bei den Tri- 
formalverbindungen wiederholt hingewiesen haben. 


Es 148t sich vielleicht nun noch einwenden, daB H. Krause 
ein anderes Salz wie wir in den Handen gehabt habe. Selbst 
wenn dieses richtig ware, ist es doch keineswegs ein Salz von 
der oben wiedergegebenen Struktur I] eines Oxytrimethylen- 
glycinsalzes gewesen. Denn ein solches Salz diirfte bei der 
Spaltung mit Wasser nicht Glykokoll-Kupfer zuriickliefern. Nach 
Krauses Angaben gibt aber sein Salz schon beim fiinfmaligen 


Abdampfen mit der 15fachen Wassermenge tiber 40°/, an 
Glykokollkupfer. 


Bei der Gewinnung von Methylenglycin-barium (s. unten 
Formel III) aus Triformalglycinester mit Baryt hatten wir 
friher*?) die Vermutung ausgesprochen, daB unser Produkt 
identisch sei mit einem Praparat, das H. Krause *) aus Glykokoll, 
Baryt und Formaldehyd bereitet und als Oxymethylglycin- 
barium nach Formel IV aufgefaBt hatte. Wir hatten damals 
weiter erwihnt, daB wir das sogenannte Oxytrimethylenglycin- 
barium nicht haben erhalten kénnen, das H. Krause ebenfalls 
aus Formaldehyd, Glykokoll und Baryt gewonnen haben wollte, 
und dem dieser Forscher die Formel V mit einer substituierten 
Diaminopropankette zuschrieb. Trotz unseren Zweifeln sucht 
nun H. Krause durch einige Bemerkungen, die er kiirzlich 
in dieser Zeitschrift*) ausgesprochen hat, seine friiheren Befunde 





1) Chem. Ber. Bd. 51, S. 148 (1918). 

*) Diese Zs. Bd. 181, S. 18 (1928). 

®) Chem. Ber, Bd. 51, 8. 148 u. 543 (1918). 
*) Diese Zs. Bd. 189, S. 217 (1924). 
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aufrecht zu erhalten. Wir haben darum nochmals versucht, 
seine experimentellen Angaben zu reproduzieren. 


III. (CH,-=-N-CH,-CO0),Ba, 
IV. (CH,OH-NH-CH,-COO),Ba , 


Vy. 0co.- CH,-NH-CH,-CHOH-CH,-NH- coo. ) 
Ba 








Die nachfolgenden Analysen zeigen, daB wir auch diesmal 
die Verbindungen der Formeln IV und V nicht erhalten haben. 
Wir haben, wie schon friiher, die Salze auf Krystallwasser- 
gehalt und ferner wasserhaltig und wasserfrei auf abspaltbaren 
Formaldehyd untersucht und ganz dieselben Werte erhalten 
wie friiher beim Methylenglycin-barium. 

Angebliches Oxytrimethylenglycin-barium, Nach 
Krause?) soll fiir die EKinwirkung von Formaldehyd auf 
Glykokollbarium festgestellt sein, daB bei reichlichem Uber- 
schu8 besonders der technischen, viel Methylalkohol ent- 
haltenden Formaldehydlésung bei Temperaturen um 50° (friiher 
war anfaingliche leichte Kiihlung und dann Erwirmen auf 50° 
vorgeschrieben) fast nur Oxytrimethylenglycin-barium entsteht. 
Wir haben im ersten Versuche ‘den Formaldehyd bei 35° 
gugesetzt und zum UberfluB noch 5 ccm Methylalkohol zu- 
gegeben. Die Temperatur stieg spontan auf 45° und nach 
wenigen Sekunden trat Krystallisation ein. Da die Abscheidung 
eine sehr reichliche war, haben wir nur noch */, Stunde bei 
etwa 50° gehalten und auf das von Krause angegebene 
10stiindige Erwirmen verzichtet. Bis auf die kiirzere Er- 
hitzungsdauer, die nach Krauses Angaben nur eine Ver- 
schlechterung der Ausbeute im Gefolge haben sollte, arbeiteten 
wir ganz nach seiner Vorschrift. Ausbeute sehr befriedigend, 
besonders wenn man die Mutterlauge der ersten Krystallisation 
mit Alkohol—Ather versetzt. 





1) In unserer oben zitierten Abhandlung ist die entsprechende Formel 
auf §. 22 durch Fortlassung der Wasserstoffatome an den Stickstoff- 
atomen entstellt wiedergegeben. 

*) Chem, Ber. Bd. 51, S. 148 (1918) und Diese Zs. Bd. 139, 8. 217 
(1924). 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXLV. 14 























198 Max Bergmann und Hellmut Ensslin, 


Zur Formaldehydbestimmung wurden 0,1909 g lufttrockene Sub- 
stanz mit 20 ccm Phosphorsiure von 25°/, unter stindigem Wasser. 
zuflu8 destilliert, so lange noch Formaldehyd iiberging und dieser im 


Destillat mit Jod und Alkali bestimmt. Verbrauch 19,13 ccm n/10- 
Jodlésung. 


0,1712 g Substanz verloren bei 100° und 70 mm iiber P,O, 0,0377 ¢ 
an Gewicht. 
Fiir Oxytrimethylenglycin- barium C,H,,0,N,Ba, 3H,O (395,56) 
Ber. auf 2 Mol. CH,O 15,17°9/, H,O 13,66°, 
Fiir Methylenglycin-barium C,H,0,N,Ba, 5H,O (399,56) 
Ber. auf 2 Mol. CH,O 15,02°/, H,O 22,54°, 
Gt ,- we » 22,02 


f : : 0,1319 g wasserfreies Salz verbrauchten bei der Formaldehyd- 
The bestimmung 16,55 cem n/10-Jodlésung. 
C,H,,0,N,Ba (841,52) Ber. fir 2 Mol. CH,O 17,58%, 
C,H,O,N,Ba (309,48) Ber. fiir 2 Mol. CH,O 19,40 
Gef. ~ .o 

Der Gehalt an Krystallwasser zeigt, daB keinesfalls Oxy- 
trimethylenglycin-barium in der von Krause angegebenen 
Zusammensetzung vorgelegen hat.!) Die Formaldehydbestimmung 
des entwisserten Salzes stimmt voéllig mit unserer friitheren 
oe Bestimmung iberein. Damals hatten 0,1103 g wasserfreies 
Up Salz 13,95 com n/10-Jodlésung verbraucht entspr. 18,98 °/, 
te CH,O. Da wir friher das wasserhaltige und wasserfreie Salz 
| véllig durchanalysiert und den Gehalt an Formaldehyd in 
beiden Fallen bestimmt haben, so ist die Annahme des Herrn 
Krause vollig grundlos, es trete bei der Trocknung im Vakuum 
bei 100° ein Verlust an Formaldehyd ein, welcher die Be- 
stimmung des Krystallwassers unrichtig mache. Eine solche 
Empfindlichkeit wiirde auch gar nicht zu der von Krause 
vorausgesetzten Formel [II passen; denn nach allem, was wir 
bisher itiber das Oxytrimethylen-diamin (Diamino-isopropyl- 
alkohol) NH,-CH,-CHOH-CH,-NH, wissen, das dem Salz Ill 
zugrunde liegt, gibt es mit Wasser oder Siuren keinen Form- 
aldehyd ab. Bergmann, Radt und Brand?) haben z. B. den 
Diamino-isopropylalkohol mit Salzsiure behandelt und ein- 
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1) Wiirde man mit anderem Gehalt an Krystallwasser rechnen, 80 
wiirde wieder die Formaldehydbestimmung ganz unbrauchbar. 
2) Chem. Ber. Bd. 54, 8. 1650 (1921). 
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| gedampft, Goedeckemeyer’) sogar mit Salzsiure 2 Stunden 


auf 165° erhitzt, ohne den Propanrest unter Formaldehyd- 
abspaltung zu zertrimmern. Wenn also Krause auch jetzt 


| wieder darauf hinweist, da8 sein Bariumsalz ,nur“ 45,5°/, 


des eingefihrten Formaldehydes durch Phloroglucin—Salzsaure 
abspaltet, so beweist er damit besonders schlagend, daB er 
bestimmt kein Derivat des Oxytrimethylen-diamins in Handen 


| gehabt hat. 


In einem andern Versuch haben wir den Formaldehyd 
bei 50—55° zugegeben und nach Krauses Vorschrift 10 Stunden 


> bei 50° gehalten. Dabei erhielten wir ein Salz, das lufttrocken 


zu viel Aldehyd enthielt (17,1°/, statt 15,0°/,). Aber nach 


| dem Trocknen bei 100° und 18 mm itber Phosphorpentoxyd 
| (Verlust 20,55°/,) fanden wir wieder 18,7°/, Formaldehyd 


statt 19,4°/,. In diesem Falle war also mit dem Krystall- 


| wasser etwas Aldehyd entwichen. Doch ware die Deutung, 


daB es sich dabei um eine Zersetzung anfanglich vorhandenen 
Oxytrimethylen-glycinsalzes handelt, aus den oben angefihrten 
Grinden ganz verfehlt. Vielmehr verrat sich hier die Neigung 


» der Methylen-glycinsalze, aus konzentrierter Formalinlésung 


weiteren Aldehyd anzulagern. 
Durch besonderen Versuch haben wir uns schlieBlich iiber- 


| zeugt, daB die Zusammensetzung des bei der Wechselwirkung 
| von Formalin, Glykokoll und Baryt in den ersten Sekunden 
> abgeschiedenen Salzes bei dem von Krause vorgeschriebenen 


10stiindigen Erwirmen keinerlei Verinderung erfaihrt, soweit 


4 die Zusammensetzung der im Vakuum bei 100° getrockneten 


Priparate in Frage kommt. 
Angebliches N-Oxymethyl-glycin-barium. Be- 
reitung nach Krause’) bei 0° ohne UberschuB an Formaldehyd 


und ohne Gegenwart von Methylalkohol. 


0,2082 g lufttr. Substanz verbrauchten bei der Bestimmung des 
abgespaltenen Formaldehyds 20,78 ccm n/10-Jodlésung. 

0,2754 g lufttr. Substanz verloren bei 100° und 70mm 0,0607 g 
an Gewicht. 





1) Chem. Ber. Bd. 21, S. 2690 (1888). 
*) Chem. Ber. Bd. 52, S. 1218 (1919). 
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Methylen-glycin-barium C,H,O,N,Ba, 5H,O (399,56) 
Ber. fiir 2 Mol. CH,O 15,02°/, H,O 22,54, 
Gef. ae » 22,04 


0,1641 g wasserfreies Salz verbrauchten bei der Formaldehyd- 
bestimmung 21,0 ccm n/10-Jodlésung. 
C,H,0,N,Ba (309,48) Ber. fiir 2 Mol. CH,O 19,40%, 
Gef. °° 10ar 

Wir haben also auch hier Methylen-glycin-barium er- 
halten und wir bleiben trotz den Einwinden Krauses gewif, 
daB er friiher bei der Beschreibung des Oxymethyl-glycin- 
bariums genau dasselbe Salz in Hinden hatte, das wir Methylen- 
glycin-barium nennen. Nur hat sein iiber Chlorcalcium im 
Vakuum getrocknetes Salz weniger Krystallwasser als unser 
lufttrockenes Salz, und er sieht ferner das letzte langsamer 
entweichende Molekiil Wasser als ,,Konstitutionswasser“ an. 

Franzen und Fellmer?) haben die Frage aufgeworfen, 
ob die Methylen-aminosiuren und ihre Salze, die Krystallwasser 
enthalten, nicht besser als Methylolverbindungen 

—NH-CH,OH  statt + —N=CH, 

aufzufassen seien. Franzen und Fellmer haben in keinem 
Fall das Krystallwasser direkt bestimmt. Da unser Bariun- 
salz aber bei der iiblichen Methodik der Trocknung im Vakuum 
iiber Trockenmitteln auch das letzte Molekiil Wasser, welches 
die Differenz zwischen Methylen- und Oxymethylverbindung aus- 
macht, ohne tiefere Zersetzung abgibt, so ist wohl die Existenz 
eines Methylen-glycin-barium sichergestellt. Die Frage aber, 
ob eines von den abgespaltenen Wassermolekiilen in der oben 
formulierten Art an die Methylenstickstoffgruppe angelagert 
war, ob also das Methylen-glycin-barium im wasserhaltigen 
Zustand in das Oxymethyl-glycinsalz itibergehen kann, miiBte 
erst durch besondere Versuche klargestellt werden. 

Das Bariumsalz und das Kupfersalz des Oxytrimethylen- 
glycins waren die einzigen krystallisierten und physikalisch 
als einheitlich definierten Verbindungen, die Krause fir die 
Existenz des Oxytrimethylen-glycins bisher ins Feld fihren 
konnte. Fir beide ist nunmehr gezeigt, daB sie ganz anders 















) Jl. fir prakt. Chem. 2. Ser. Bd. 95, S. 301 (1917). 
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zu interpretieren sind und fiir die Existenz des Oxytrimethylen- 
glycins liegt heute kein stichhaltiger Beweis mehr vor.') Das 
muB betont werden, um die Literatur iiber Formoltitration 
und Formaldehydgerbung vor Verwirrung zu schiitzen; denn 
leider ist das OUxytrimethylen-glycin schon in die Sammel- 
literatur tibergegangen. 





1) Als solchen wird auch niemand die Tatsache ansehen wollen, 
daB Krause bei der Oxydation des amorphen Oxytrimethylenglycins 
0,072°/, Aceton erhalten hat, dessen Entstehung nach seiner Ansicht 
ein Beweis fiir das Vorhandensein der Oxypropankette sein soll. 
Krause hat aber sein amorphes, zihfliissiges Oxytrimethylenglycin 


_ yorher mit Aceton verriihrt. Da amorphe Stoffe Lésungsmittel hart- 


nickig zuriickhalten, ist die Auffindung von 0,072°/, Aceton nicht ver- 
wunderlich. Vgl. Chem. Ber. Bd. 51, 8. 141 (1918). 
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Zur Kenntnis der natiirlichen Porphyrine. 
XVI. Mitteilung. 


Uber Kaimmerers Porphyrin. 
Von 


H. Fischer und Fritz Lindner. 





(Aus dem Organisch-chemischen Institut der Technischen Hochschule in Miinchen.) 
(Der Redaktion zugegangen am 28, Marz 1925.) 


—— 
eae 


Von Kammerer’) wurde gezeigt, daB durch einen gewissen 
Bakterien-Synergismus Porphyrin erzeugt wird. Schneller und 
H. Fischer haben dieses Porphyrin in krystallisiertem Zustand 
gewonnen, seine spektroskopischen Konstanten bestimmt, und 
es Kaimmerers Porphyrin genannt. GréBere Mengen von 
Blutfaulnisgemischen standen uns nicht zur Verfiigung, weshalb 
wir die Reindarstellung der zur Elementaranalyse notwendigen 
Menge zuriickstellen muBten. MHierzu entschlossen wir uns 
um so leichter, als es sich sehr bald durch die Untersuchung 
eines leichter zuginglichen Porphyrins, des Ooporphyrins mit 
Kégl herausstellte, daB dieses mit Kammerers Porphyrin mit 
gréBter Wabhrscheinlichkeit identisch war. Wir  schlossen 
hierauf aus dem iibereinstimmenden spektroskopischen Befund 
und aus der T'atsache, da das Kisenkomplexsalz von Kammerers 
Porphyrin krystallographisch identisch war mit dem Lisen- 
komplexsalz des Ooporphyrins. Auch die spektroskopischen 
Werte der Hisensalze in Chloroformlésung stimmten iiberein, 
ebenso die nach Pyridinzusatz erhaltenen ,, Hiamochromogene“ usw. 
Trotz allem hielten wir es doch fir wiinschenswert, durch direkte 
Krystallisation von Kiammerers Porphyrin, Analyse und 





1) Ausfiihrliche Mitteilung: Deutsches Arch. f. klin. Med. Bd. 145, 
S. 257 (1924). 
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Mischschmelzpunkt die Identitaét mit Ooporphyrin und den 
iibrigen einschlagigen Porphyrinen zu beweisen. Durch das 
auBerordentliche Entgegenkommen von Herrn Prof. Kammerer 
wurden wir hierzu in die Lage gesetzt, Dieser stellte uns 
einige Ansitze von Faulnisporphyrin zur Verfiigung, bei denen 
gréBere Blutmengen der Kinwirkung von Bakterien ausgesetzt 
waren. Aus diesem Material haben wir nach den schon oft 
angegebenen Methoden ohne gréBere Schwierigkeiten den 
Kimmerer-Porphyrinester in reinem krystallisiertem Zustand 
dargestellt und seine Identitit mit Ooporphyrinester festgestellt. 
Der Mischschmelzpunkt ergab keine Depression. Auch die 
Elementaranalyse ergab iibereinstimmende Zahlen; weiterhin 
haben wir das krystallisierte Priparat in Mesoporphyrin und 
wieder in Himatoporphyrin iibergefiihrt, die beide durch ihre 
chemischen Eigenschaften, Analysen und durch die krystallo- 
graphische Messung des Herrn Dr. Steinmetz identifiziert 
wurden. Eine quantitative Uberfihrung des Blutfarbstoffs in 
Porphyrin ist nicht erfolgt, denn der Ather zeigte noch deut- 
liches Haminspektrum. Aus diesem Ather haben wir das 
Haimin ausgeschieden durch Ausschiitteln mit Natronlauge. Im 
Ather bleibt Fett und fettartige Substanzen, wahrend in die 
Lauge der Farbstoff hineingeht. Die Lauge siuern wir dann 
wieder an, wodurch der Farbstoff sich in Flocken abscheidet, 
die filtriert und ausgewaschen werden. Durch Eisessigbrom- 
wasserstoff fiihrten wir die Flocken in Porphyrin iiber und es 
hat sich durch die chemischen Eigenschaften, die krystallo- 
graphische Untersuchung, den spektroskopischen Befund und 
die Analyse des Esters das Porphyrin als Haimatoporphyrin 
erwiesen. Da wir schon friiher’) festgestellt haben, daB bei 
der Kinwirkung von Kisessigbromwasserstoff auf Mesohimin 
keinerlei Anderung sich zeigt auBer der Abspaltung von Eisen, 
handelt es sich beim zugrundeliegenden Himin um das gewohn- 
liche Himin und eine tiefergreifende Einwirkung durch die 
Faulnisbakterien ist nicht erfolgt. Dies steht im EKinklang 
mit den von Fischer und Schneller?) erfolgten Erhebungen, 





1) Fischer u. Rise, Diese Zs. Bd. 87, S, 40 (1913). 
*) Diese Zs. Bd. 130, S. 305 (1928). 
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die fanden, daB bei Bildung von Kimmerers Porphyrin die 
Teichmannsche Probe noch positiv ist. Die dort bereits 
aufgerollte Frage, ob etwa Mesohamin') gebildet wird, mug 
bei diesen Versuchen verneint werden. Trotzdem ist durch 
die Untersuchung mit Schneller’) bewiesen, daB eine Ver- 
anderung des Blutfarbstofis auf jeden Fall erfolgt ist, denn 
wir stellten fest, daB die Teichmannsche Blutprobe nach 
10 Tagen negativ wird, wahrend die Takajamasche Probe 
positiv bleibt. Nach langerer EKinwirkung wird dann auch 
diese negativ. 4) 

Um weiteren EHinblick in den Chemismus der Bakterien- 
einwirkung auf den Blutfarbstoff bei den Kammereransitzen zu 
gewinnen, haben wir durch eine Probe des Ansatzes Luft durch- 
geleitet, ehe die Verarbeitung auf die Porphyrine vorgenommen 
wurde. Der Nachweis der Porphyrine gelang in genau gleicher 
Weise einerlei, ob Luft vorher durchgeleitet war oder nicht, und 
hierdurch ist ein weiterer Beweis dafiir geliefert, daB es sich 
bei der Porphyrinbildung um echte Bakterieneinwirkung handelt 
und nicht etwa das Wesentliche des Prozesses die Kinwirkung 
ist, die beim lingeren Stehen des Blutfarbstoffes bei Abwesen- 
heit von Luft oder durch Einwirkung von Schwefelwasserstofi 
stattfindet. In den letzteren Fallen tritt, wie schon friher 
festgestellt ist, durch Eisessig allein keine betrachtliche Porphyrin- 
bildung ein.?) Uber den vermutlichen Mechanismus der Reaktion 
haben wir uns schon in der XIV. Mitteilung gediuBert.*) Den 
dortigen Ausfiihrungen ist nur noch hinzuzusetzen, daB fir 





1) Diese Zs. Bd. 180, 8. 305 (1928). 

*) Diese Zs. Bd. 135, S. 267 (1923). Ob allerdings nicht doch durch 
Eisessig allein Spuren von Porphyrin gebildet werden kénnen, muB noch 
niher untersucht werden, denn mit Schneller wurde schon friiher 
festgestellt, daB beim Auskochen von frischem Fleisch mit Eisessig eine 
Spur von Porphyrin nachgewiesen werden kann, und mit Herrn Piitzer 
wurde festgestellt, daB bei der Himindarstellung mit frischem Blut mit 
Eisessig—Kochsalz, wobei also auf 100° erhitzt wird, eine nicht un- 
betriichtliche Bildung von Kiaimmerers Porphyrin gelegentlich kon- 
statiert werden kann. Wir werden auf diese Verhiltnisse noch zuriick- 
kommen. 3 
5) Diese Zs. Bd. 142, 8. 144 (1925). 
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die Abspaltungsméglichkeit des Eisens durch Eisessig allein 
auch noch der Ubergang in Leukoverbindungen als wesent- 
liches Moment in Betracht kommt.') Natirlich haben wir vor 
allen Dingen auch auf das Auftreten von ,,Koproporphyrin“ 
geachtet, wobei wir nicht wieder die schon friiher in der Arbeit 
mit Schneller aufgerollte Frage behandeln wollen, ob es sich 
wirklich um Koproporphyrin oder um Haimatoporphyrin handelt. 
Nach den Ergebnissen dieser Arbeit und durch unsere weiteren 
Untersuchungen sind diese experimentellen Befunde in ein- 
deutiger Weise bestatigt worden. Eine sekundire Umwandlung 
von Kimmerers Porphyrin ist zweifellos méglich und deshalb 
miiBte eigentlich in allen diesen Blutversuchen, wenn sie 
langere Zeit stehen, die spektroskopische Erscheinung des 
Koproporphyrins auftreten. In einzelnen Versuchen ist dies 
der Fall gewesen, jedoch nur in so geringer Menge, daB an 
eine Isolierung des Porphyrins nicht gedacht werden kann. In 
unserem Hauptversuch trat keine nennenswerte Vermehrung 
an ,.Koproporphyrin“ auf, ja es ist sogar fraglich, ob es iiber- 


| haupt vorhanden war. So bleibt auch durch diese Unter- 


suchungen der scheinbar prinzipielle Gegensatz zwischen dem 
Verhalten von Fleisch, Organen und Blut bestehen; man kénnte 
annehmen, daB dieser Gegensatz bedingt ist durch Schwefel- 
wasserstoffwirkung dergestalt, daB bei Fleisch und Organen 
mehr Schwefelwasserstoff entwickelt wird als durch den Synergis- 
mus nach Kimmerer. Beim Synergismus treten jedoch auch 
betrachtliche Mengen von Schwefelwasserstoff auf und bei der 
sterilen Autolyse war tiberhaupt kein Schwefelwasserstoff nach- 
weisbar. Trotzdem trat ,,Koproporphyrin* auf. Allerdings 
verfiigen wir auch iiber Versuche, bei denen durch Schwefel- 
wasserstoffeinwirkung scheinbar eine Beschleunigung des Uber- 
gangs von Kimmerers Porphyrin in ,,Himatoporphyrin“ er- 
folgt ist.2) Im experimentellen Teil fiihren wir von unseren 


| zahlreichen Versuchen zwei an. 





*) Vgl. auch III. Mitteilung tiber Porphyrine. 

*) Im iibrigen haben wir neuerdings in 12 spontanen Faulnisversuchen 
mit Zusatz von Soda (1°/,) sechsmal intensive Porphyrinbildung beob- 
achtet, und zwar nach der spektroskopischen Messung viermal Kim- 
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Weiterhin wire denkbar, daB bei Entstehung von Cystein 
beim enormen Bestreben dieser Aminosiure, unter Dehydrie. 
rung in Cystin iiberzugehen, Kimmerers Porphyrin als 
Wasserstoffacceptor dient, und nun Mesoporphyrin entsteht, 
auf dessen Bildungsméglichkeiten wir schon oft hingewiesen 
haben. Vom chemischen Standpunkt aus ist natiirlich ein 
solcher Ubergang sehr wohl méglich, denn Fischer und 
Hahn?) haben gezeigt, da8 Hamin durch Palladium—Wasser- 
stoff in Mesohimin iibergefiihrt wird. 

Allerdings hat die Natriumamalgamreduktion von Hamin 
nicht zu Mesoporphyrin gefihrt, im Gegensatz zum Bilirubin, 
wo sowohl die katalytische Hydrierung als die mit Natrium- 
amalgam auB8erordentlich leicht zum Mesobilirubin fiihrt. 

Auch die Bildung eines Schwefelanalogons des Himato- 
porphyrins durch Einwirkung von H,S auf Kammerers 
Porphyrin wire nicht ausgeschlossen. Versuche in den skizzierten 
Richtungen sind im Gange. 

In der XIV. Mitteilung iiber natiirliche Porphyrine haben 
wir bereits mitgeteilt, daB in den Eierschalen neben dem 
Porphyrin ein griiner Farbstoff vom Aussehen des Biliverdins 
auftritt. Die Methode der Darstellung haben wir verbessert 
dadurch, daB die Eierschalen nach zweckentsprechender Vor- 
behandlung zunichst mit 25°/,iger Salzsiure entkalkt werden. 
Das Porphyrin geht hierbei in Lésung, der griine Farbstoff 
nur teilweise, aber er wird in fein verteiltem Zustand ab- 
geschieden, so daB beim Absaugen durch eine groBe Porzellan- 
nutsche es gelingt, ihn von den Membranfetzen, auf denen 
der Farbstoff bzw. die Farbstoffe aufgelagert waren, abzutrennen. 





merers- und ,,Koproporphyrin“ nebeneinander, zweimal nur Kammerers 
Porphyrin. Es spielt also die alkalische Reaktion sowohl beim Entstehen 
von Kimmerers Porphyrin als auch bei seinem Ubergang in Hamato- 
porphyrin (spektroskopisch identisch mit Koproporphyrin) eine wichtige 
Rolle. Unsere (mit Schneller) friiheren zahlreichen negativen Blut- 
faulnisversuche erkliren sich zweifellos dadurch, da8 dieser Umstand 
nicht beachtet wurde und iiberdies die Versuche in unserem Laboratorium 
angesetzt werden muB8ten, dessen Luft Saéuredimpfe stets in betricht- 
lichem MaB8e enthiilt. 
1) Diese Zs. Bd. 91, S, 181 (1914). 
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Durch kurzes Erhitzen l48t sich dann der griine Farbstoff 
,koagulieren“, wahrend das Porphyrin in Lésung geht. Der 
grine Farbstoff lieb sich nun gut absaugen und wir versuchten 
ihn nunmehr durch Extraktion mit Methylalkohol und Umfallen 
aus Natronlauge und Sauren zu reinigen. Alle Krystallisations- 
versuche waren vergeblich und wir schlieBen daraus, daB die 
Darstellung in reinem Zustand nicht gegliickt ist. Auch die 
Elementaranalyse spricht in diesem Sinne, die etwa 62°, 
Kohlenstoff ergab, 6,31°/, Wasserstoff und 10,89°/, Stickstoff. 
Der hohe Stickstoffgehalt lie’ vermuten, daB noch Eiwei8 als 
Verunreinigung enthalten war. 

In der Tat wurde bei der Analyse 1°/, Schwefel fest- 
gestellt, so daB 10°/, Kiwei8 mdglicherweise in dem griinen 
Farbstoff enthalten waren. Es ist bemerkenswert, daB der 
Schwefelgehalt auch durch Extraktion mit Methylalkohol nicht 
zu entfernen war, der Gesamtfarbstoff ist in Methylalkohol 
léslich. Durch Umfallen mit n/10-NaOH—Essigsiure gelang 
es, den Schwefelgehalt bis auf 0,3°/, herunterzudriicken, da 
indessen das Material durch all diese Reinigungsprozesse sehr 
stark abgenommen hatte und die weitere Reinigung weénig 
Aussicht auf Erfolg bietet, so haben wir den Abbau des Farb- 
stofis in Angriff genommen, um iiber die Natur des griinen 
Farbstoffs Auskunft zu erhalten. Wir fihrten vor allem die 
Reduktion mit Eisessigjodwasserstoff durch, weil die Bilirubin- 
siure ein iuBerst charakteristisches Spaltprodukt des Gallen- 
farbstoffs ist und wir nach den Eigenschaften des Farbstoffs 
am ehesten annehmen konnten, daB es sich hier um Gallen- 
farbstoff handelt, insbesondere auch nach der Feststellung der 
letzten Mitteilung, daB bei der Reduktion mit Natriumamalgam 
eine intensiv positive Ehrlichsche Aldehydreaktion aufgetreten 
war. Die Einzelheiten sind im experimentellen Teil ein- 
zusehen. Das Resultat war, daB Bilirubinsiure einwandfrei 


F nicht nachgewiesen werden konnte. Vergleichsweise fihrten 


wir mit der gleichen Menge Material die Reduktion des Bili- 
verdins durch, das nach Kiisters*) Vorschrift durch Luft- 





1) Diese Zs. Bd. 59, S. 79 (1909). 
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oxydation aus Bilirubin dargestellt war, und konnten hier 
Bilirubinsiure isolieren, die allerdings nicht genau den 
richtigen Schmelzpunkt hatte, aber doch zweifellos vorhanden 
war. Die Natriumamalgamreduktion fihrten wir wieder durch, 
diesmal in etwas gréBerem MaBstab. Mesobilirubinogen zu 
isolieren gelang nicht und es wurden auch eine Reihe von 
Beobachtungen gemacht, die nicht dafiir sprechen, daB Meso- 
bilirubin vorlag, wenn auch zweifellos die Versuchsresultate 
recht ahnlich denen des Gallenfarbstofis waren. Wir miissen 
die Frage, ob es sich hier um Gallenfarbstoff handelt, offen 
lassen. 


Versuche. 


Darstellung des Kimmerer-Porphyrinesters. 


Herr Prof. Kammerer hatte die Liebenswiirdigkeit fir 
uns folgenden Ansatz zu bereiten: 

1 Liter Blut verdiinnt mit 4 Liter Nihrbouillon (mit Hilfe 
von Merck Standard I und II hergestellt) wurden am 11. Dez. 
mit 60ccm 4 Tage altem kraftigem Synergismus geimpft. Nach 
5—6 Tagen war die Porphyrinbildung intensiv. Am 23. Dez. 
ergab sich keine Vermehrung mehr. Es war ein intensives 
Kimmererspektrum vorhanden, daneben wohl eine schatten- 
hafte Absorption an Stelle des Koproporphyrins aber ein deut- 
licher Streifen war nicht wahrzunehmen in Ubereinstimmung 
mit haufigen friiheren Beobachtungen. Wir lieBen nun den 
Ansatz absichtlich noch 14 Tage stehen, um zu sehen, ob 
nicht etwa der Koprostreifen nun deutlich zur Erscheinung 
kame, Dies war nicht der Fall. Vorherrschend war Kimmerers 
Porphyrin verhanden und nur eine schwache Absorption bei 
etwa 623 (vgl. hierzu auch weiter unten). Durch eine Probe 
des Ansatzes wurde nun 20 Minuten lang Luft durchgesaugt, 
in der iiblichen Weise auf Porphyrin verarbeitet und es konnte 
durch dieses Verfahren weder am Porphyringehalt der Ather- 
lésung noch an der Lage der Streifen eine Anderung fest- 
gestellt werden. 

Nunmehr wurde der gesamte Ansatz auf Porphyrin ver- 
arbeitet und dazu mit dem gleichen Volumen Lisessig, dann 
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mit dem anderthalbfachen Volumen Ather versetzt, durch- 
geschiittelt und mit Wasser vorsichtig entmischt. Nach griind- 
lichem Auswaschen mit Wasser zeigte die Atherische Lésung 
folgendes Spektrum: 
Nach Vorbeschattung: I. 636,4—628,5, Beschattung setzt sich fort 
632,5 
bis 619; II. 578,5—573,2; IIL. 545,83—530,0; IV. 514,7—489,1; 


575,9 537,17 501,9 
Endabsorption 460. 


Dem Ather wurde nun das Porphyrin mit 5°/,iger Salz- 
siure entzogen und aus der salzsauren Lésung durch Essig- 
sauermachen ausgefallt. Nach dem Filtrieren und Trocknen 
im Exsiccator wurde durch 1/,stiindiges Kochen mit 5°/, Salz- 
siure enthaltendem absolutem Methylalkohol verestert, im 
Vakuum zur Trockne gebracht, mit Chloroform aufgenommen 
und mit etwas Sodalésung neutralisiert. Die filtrierte und mit 
Natriumsulfat getrocknete Chloroformlésung wurde stark ein- 
geengt und in siedenden Methylalkohol gegossen, worauf als- 
bald der Ester in schénen Prismen auskrystallisierte. Er 
zeigte schon nach einmaligem Umkrystallisieren den scharfen 
Schmelzp. 225°, der Mischschmelzpunkt mit einem Priaparat 
von Qoester lag ebenfalls scharf bei 225° Zur Analyse wurde 


bei 60° tiber Pentoxyd zur Konstanz getrocknet. 
4,193 mg Subst. gaben 0,01 mg Asche, 11,170 mg CO,, 2,370 mg H,0. 














Ber. fiir C,,H,,0,N, Gef. (auf aschefreie Subst. ber.) 
C = 73,189, C = 72,85 %, 
H= 6,49 H= 6,85 


Der Ather blieb nach dem Ausschiitteln des Porphyrins 
intensiv rot gefairbt und zeigte deutliches Himinspektrum. Mit 
verdiinnter Natronlauge lieB sich der Farbstoff leicht heraus- 
holen und es ergab sich folgender spektroskopischer Befund: 

I. 626,8—ungefihr 549; Endabsorption 516,6. 

Bei stirkerer Verdtinnung: 


Diffuse Triibung 613,5—ungefihr 579; schwacher Schatten bei etwa 
503,8; Endabsorption 448,6. 


Bei Zusatz von Hydrazin: Umschlag nach Hellrot, zwei 


scharfe Streifen: 
I. 561,1—551,8; Il. 528,1—512 . 
556,5 520,1 
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Nach Verdinnen auf die Halfte: 
I. 560,6—550,7; II. schwicher, unscharf 529,2—516,6. 
555,7 : 522,9 

Die alkalische Lésung wurde zur Entfernung von Fett usw. 
noch zweimal ausgedthert und dann durch Ansiuern mit Hssig- 
siure der Farbstoff ausgefallt. Nach dem Filtrieren und 
Trocknen wurde mit Eisessigbromwasserstoff eingeschmolzen. 
Nach einigem Schiitteln war Lésung eingetreten, nach 3 Tagen 
wurde in wenig Wasser gegossen, filtriert und durch Abstumpfen 
der Mineralsiure das Porphyrin ausgefallt. Eine Probe zeigte 
in Ather folgendes Spektrum: 


I. 626,0—621,1; schwacher Schatten bei 597; Il. 581,5—574,4; 























628,6 578,0 
Ifl. 570,4—566,2; IV. 584,6—523,5;  V. 510,5—481,0; End. 
568,3 529,1 495,8 


absorption 548. 


Aus Ather in 25°/,ige Salzsiure gebracht: 
I. 599.0—590,9; II. 559,0—544,2. 
595,0 556,6 

Das Porphyrin wurde in n/10-Natronlauge gelést und 
durch Zusatz von starkerer Natronlauge das Natriumsalz gefillt. 
Aus diesem wurde in bekannter Weise das salzsaure Haimato- 
porphyrin dargestellt, das in den charakteristischen Nadeln 
erhalten wurde. Herr Prof. Steinmetz hatte die Liebens- 
wiirdigkeit, die Krystalle mit einem Vergleichspriparat von 
salzsaurem Himatoporphyrin zu vergleichen und hat ihre 
Identitait festgestellt. 

,identitatspunkte: In beiden parallele Ausléschung. Di- 
chroismus: parallel den Prismen geringere Absorption als senk- 
recht dazu. Schwingungsrichtung parallel den Prismen die 
der rascheren Lichtbewegung, senkrecht dazu die der lang- 
sameren. 

Aus der Mutterlauge vom Natriumsalz wurde mit Essig- 
siure das Porphyrin ausgefillt. Eine Probe davon in 25 °/, iger 
Salzsiure gelést zeigte folgendes Spektrum: 

I. 599,8—590,6; II. 561,1—542,0; Endabsorption: 450. 

595,0 
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) IIL 543,5—528,5; IV. 516,5—490. 
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Daraus in Ather: 
I. Streifen 625,8—620,4. 
62,1 
Nach dem Absaugen und Trocknen wurde mit 5 °/,iger 





| methylalkoholischer Salzsiure in der Hitze verestert, und aus 
' Chloroform-methylalkohol der Ester in deutlich ausgebildeten 


Krystallen erhalten. Schmelzpunkt unscharf 190—195° 
Spektrum in Chloroform: I. 627,5—619,8; II. 582,4—564,7 ; 
623,7 513,6 














536,0 503,3 
Zur Analyse wurde tiber Phosphorpentoxyd bei 60° zur 


| Konstanz getrocknet. 


4,088 mg Substanz gaben 0,1 mg Asche, 10,120mg CO,, 2,205 mg H,0O. 


3,631 mg is »  2,106mg AgJ. 
Crp oe Na Ber. C ='69,19 od H = 6,46 fl P OCH, = 9,94 fF 
Cys ON, ” 68,97 6,76 9,91 
Gef. 69,23 6,19 9,85 


Blutkérperchenversuch. 
Am 19. Dezember waren 10 ccm gewaschene rote Blut- 


| kérperchen in physiologischer Kochsalzlésung mit 250 ccm 
* Nahrbouillon und 3,8 ccm Synergismuskultur angesetzt worden 
* und blieben bis 12. Januar im Brutschrank (87°C) stehen. Es 


wurde nun das gebildete Porphyrin mit Ather herausgeholt, 


; nach dem Auswaschen in 5 °/,ige Salzsiure und daraus wieder 
in Ather getrieben. Es zeigte sich das reine Kammerer- 
» Porphyrinspektrum: 


I. 634,8—630,0 ; usw. 
632,4 
Der Koprostreifen war nicht zu beobachten. 
Der im Ather gebliebene Farbstoff erwies sich als Hamatin 





| und zeigte auch mit Hydrazin das charakteristische Haimo- 


chromogenspektrum. Der Versuch blieb bis Ende Februar 
stehen. Es ergab sich im Befund kein wesentlicher Unter- 
schied, weder in der Art des Porphyrins noch beim Hamo- 
chromogen bei der spektroskopischen Untersuchung. 


Lead | 
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Nunmehr wurde der Rest des Ansatzes mit H,S gesittigt 
und bei 45° im Thermostaten 4 Tage aufbewahrt. Dann wurde 
in der iiblichen Weise auf Porphyrin verarbeitet und ein deut. 
liches Doppelspektrum beobachtet, 


I. 635,2—628,8; II. 628,2—620,0 (schwach). 
632,0 621,6 
Schwefelwasserstoff hat also in diesem Versuch zweifellos die 


Umwandlung von Kimmerers Porphyrin in ein Hamat. 
porphyrin spektroskopisch abnliches Porphyrin bewirkt. 








Bouillonansatz. 


Ein blinder Versuch wurde mit Nahrbouillon aus ,,Standard“ 
ausgefihrt. 500 ccm Bouillon wurden mit 7,5 ccm Synergismus 
bebriitet und die Halfte dieses Ansatzes mit Kisessig—Ather 
auf Porphyrin verarbeitet. Aus dem Ather wurde das Por. 
phyrin in 5°/,ige Salzséure getrieben, und daraus nach Ab- 
stumpfen wieder in Ather gebracht. Die itherische Lésung 
zeigte ein Doppelspektrum: neben sehr wenig Kammerer. 
Porphyrin, intensiver Koprostreifen. 

Spektrum: schwacher Schatten: 635,8—631,1 ; 625,1—621,4. 

633,5 623,8 
Die spektrophotometrische Messung, die wir Herrn Dr. Niemann 
verdanken, ergab einen Gehalt von 0,234 mg ,,Koproporphyrin“. 

Dieser Befund scheint im Gegensatz zu stehen mit dem 
Blutkérperchenversuch, bei dem kein ,,Koproporphyrin“ ge- 
funden wurde, obwohl auch in diesem Ansatz Nahrbouillon [ 
Verwendung gefunden hatte. : 


Solche Verschiedenheiten treten dfter auf. Es hingt auBerordent- 
lich viel davon ab, in welcher Art das Versetzen mit Ather zum Eis [7 
essig geschieht, geringe Mengen von Porphyrin entgehen auBerordentlich | 
leicht der Beobachtung, die Adsorptionsgefahr ist eine nicht zu unter- 
schitzende Fehlerquelle, 

Jedoch haben wir in einzelnen Versuchen auch deutlich 
positive Koprostreifen erhalten, z. B. bei einem Ansatz vom 
4.12. 24, der am 17. November von Professor Kimmerer 


angesetzt worden war. Es waren 500 ccm angesetzt ent 








sprechend der obigen Vorschrift und nach unserer Methode | 
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| durchgearbeitet. Hier war in der Atherlésung ein deutlich 


meBbares Doppelspektrum zu beobachten. 


I, 633,1—628,0 ; Il. (schwach) 623,0—619,5 . 
630,6 621,3 


Der Ester wurde aus Chloroform-methylalkohol krystalli- 











| siert erhalten, zeigte aber keinen Schmelzpunkt beim Erhitzen 
bis 290°, was auf Polymerisation des Esters schlieBen 1aBt. 


Der in der ersten Atherlésung verbliebene Haminbestand- 
teil zeigte genau das oben schon beschriebene Verhalten und 
wurde ebenfalls, wie oben angegeben, verarbeitet. Es wurde 
spektroskopisch die Bildung von Haimatoporphyrin festgestellt. 
Spektrum des Porphyrins: 





In Ather: 
I. 626,0—621,1 ; usw. 
623,6 


In 25 °/,iger HCI: 


I, 599,0—590,9; II. 560,5—541,5; Endabsorption 448,0. 
595,0 551,0 








Zu einer Isolierung war die vorhandene Menge viel zu 
gering; der Hauptsache nach ist auch bei diesem Versuch wie 


f bei allen analogen nur Kimmerers Porphyrin vorhanden 


gewesen. 


EKinfluB von Schwefelwasserstoff auf Kimmerers 
Porphyrin. 


Kin frischer Kammereransatz, bei dem ein intensives 


© Porphyrinspektrum (632,4) zu beobachten war und_,,Kopro- 


porphyrin“ nur in Spuren, wurde mit Schwefelwasserstoff ge- 
Sittigt und 4 Tage lang bei 42—45° stehen gelassen. Bei 
der Verarbeitung ergab sich, daB nunmehr der ,,Kopro“-Streifen 
gewaltig verstirkt war, mit Maximum 623, wahrend der 


: Kimmererstreifen 632,2 kaum noch zu beobachten war. Wir 


haben den Ather im Vakuum eingedampft und so auch die 


F) noch geléste Essigséure vertrieben und dann mit n/10-Natron- 
| lauge aufgenommen. Es ergaben sich dann als Maxima 620,2 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol Chemie. CXLV. 15 
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(Mittel von drei Ablesungen), 571,9, 538,5 und 503 mit End. 
absorption 450. Diese Werte sind mit Mesoporphyrin nicht 
vereinbar. 


Uberfihrung des Kimmereresters in Haimato- 
porphyrin. 
30 mg Kammerer-Porphyrinester wurden mit 5 ccm Kis- 


essig—Bromwasserstoff eingeschmolzen, durch kurzes Schiitteln | 


in Lésung gebracht und blieben 3 Tage stehen. Es wurde 
dann in wenig Wasser gegossen, mit Kalilauge bis zur 
kongonegativen Reaktion abgestumpft und das ausgeschiedene 
Porphyrin abfiltriert. Es wurde in 4 ccm n/10-NaOH gelost 
und durch einige Tropfen starker Natronlauge das Natriumsalz 
ausgefallt. Aus diesem wurde das Himatoporphyrinchlorhydrat 
in den charakteristischen Nadeln erhalten. Herr Professor 
Steinmetz hat die Krystalle untersucht und ihre Identitit 
mit einem Vergleichspriparat von salzsaurem Hamatoporphyrin 
in den schon oben erwaihnten Punkten festgestellt. 

Eine Probe wurde in der iiblichen Weise in freies Haimato- 
porphyrin tibergefthrt, dieses im Vakuum iiber Phosphorpent- 
oxyd bei 60° konstant getrocknet und durch die Analyse 
identifiziert. 

5,670 mg Substanz gaben 0,471 cem N (718 mm, 18°). 

O,,Hs,0.N, Ber. N = 9,89 %, Gef. N = 9,21°/, 

Spektroskopie, n/10-NaOH: 

I. 621,3—609,5; II. 578,4—556,6 ; III. 539,6—529,1 ; 

615,4 565,0 | 534,4 
IV. 510,5—489,0 . 
498,8 
25 °/,ige Salzsaiure: | 
I, 599,6—592,8 ; ‘Il. schwacher Schatten 579,5—571,8 ; 





























595,5 575,6 
Til. 557,8—544,5 . 
551,1 
Ather: 
I. 625,5—622,0; schwacher Schatten bei 597,0; II. 581,7-—575,3 ; 
623,8 578,5 


TIT. 570,4—567,4 ; IV. 582,2—525,5; V. 507,0—488,0 . 
568,9 528,9 497,5 

















id- 





Zar Kenntnis der natiirlichen Porphyrine. 215 


Somit ist der seinerzeit gezogene Schlu8%) der Uber- 
fahrung von Kiammerers Porphyrin in Hamatoporphyrin 


§ vollauf bestatigt. Wenn die spektroskopischen Zahlen seiner- 


zeit in Salzsiure auch nicht eine absolute Ubereinstimmung 
mit den am hiaufigsten beim Spektroskopieren von Hamato- 


| porphyrin gefundenen Zahlen zeigten, so war doch die Ab- 


weichung von Kimmerers Porphyrin angesichts der iibrigen 


= Konstatierungen so groB, da8 obiger Schlu8 durchaus gerecht- 


fertigs war. Zudem stimmten die atherischen Werte mit 
Hamatoporphyrin recht gut iiberein und insbesondere fehlte 
der Doppelstreifen im Rot, so daB eine stirkere Verunreini- 


) gung mit Kammerers Porphyrin fir jeden Sachverstindigen 
© ausgeschlossen war.”) 


| Uberfihrung des Kaimmereresters in Mesoporphyrin. 


30 mg Kammererester wurden mit 3 ccm einer Mischung 


= von 1 ccom Jodwasserstoffsiure (1,96) und 7,5 ccm Lisessig 
"= 1 Minute gekocht und dann in 10 ccm Wasser gegeben, mit 


Kalilauge bis zum Verschwinden der Kongoreaktion abgestumpft — 


» und das ausgeschiedene Porphyrin abfiltriert. Es wurde nach 
» dem Auswaschen mit wenig verdiinntem Ammoniak in Lésung 


gebracht und durch Zusatz von 2 ccm 30°/,iger NaOH das 
Natriumsalz des Mesoporphyrins ausgefallt, Dieses wurde in 
bekannter Weise auf das Chlorhydrat verarbeitet, das in den 
charakteristischen feinen Nadeln erhalten wurde. Nach Unter- 
suchung durch Herrn Professor Steinmetz waren diese mit 
einem Praiparat von salzsaurem Mesoporphyrin im AuBeren 
Habitus wie im optischen Verhalten identisch. 

Eine Probe wurde in das freie Mesoporphyrin iibergeftihrt 


) und zur Analyse bei 60° tiber Phosphorpentoxyd konstant ge- 
> trocknet. 


4,655 mg Substanz gaben 0,426 cem N (708 mm, 17°). 
C,,H,,0,N, Ber. N = 9,89 "le Gef. N = 10,02 a 





*) Diese Zs. Bd. 138, 8. 262 (1924). 
*) Vgl. hierzu die Richtigstellungen Schumms: II, Diese Zs. 
Bd. 142, S. 209 (1925); I. Richtigstellung, Bd. 183, S. 298 (1924). 
15° 
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Spektroskopie, n/10-NaQH: 
I. 634,3—626,7; II. 587,6—570,9; UI. 555,7—544,7 . 
See a ae 550,2 
IV. 524,2—508,1 . 
513,2 
2,5 °/,ige Salzsiure: 
I. 593,2—586,8 ; Il. schwacher Schatten 569,8—568,1 ; 









































589,8 568,9 
III. 558,9—539,8 . 
546,9 
Ather: 
I. 624,7—621,9; schwacher Schatten bei 596,6; II. 581,0—574,3 . 
623,38 577,7 
lil. 569,83—566,5 ; IV. 531,5—524,3; V. 504,2—488,0. 
567,9 527,9 496,1 


Gewinnung des griinen Farbstoffs aus den 
HKierschalen. 


Die zerkleinerten und mit Wasser griindlich ausgewaschenen 
Kierschalen wurden mit 25 °/, iger Salzsiure behandelt, bis kein 
Aufbrausen mehr erfolgte und also aller Kalk herausgelist 
war. Dann wurde durch eine groBe Porzellannutsche (ohne 
Filter) abgesaugt und mit Wasser griindlich nachgewaschen, 
wodurch die groben Membranfetzen praktisch vollstindig vou 
den Farbstoffen getrennt werden konnten. Von diesen war 
das Ooporphyrin zum Teil mit roter Farbe in Lisung ge- | 
gangen, wahrend der Rest zusammen mit dem griinen Farb- 
stoff und viel feinen EiweiSpartikeln in feinen Flocken im 
Filtrat suspendiert war. Durch kurzes Erhitzen auf 80° lied | 
sich das Porphyrin fast vollstandig in Lésung bringen, und 
zugleich eine Verdichtung der griinen Flocken erreichen, s0 
daB sich diese nunmehr bequem absaugen lieBen. Der Nieder- 
schlag wurde mit Wasser griindlich ausgewaschen, im Exsic- 
cator tiber Nacht getrocknet und dann in der Rohre mit 
Methylalkohol extrahiert. Es resultierte eine tief blaugriine 
Lésung, die jedoch nach dem spektroskopischen Befund noch 
etwas Porphyrin enthielt. Daher wurde im Vakuum bei 40° 
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3 gur Trockene verdampft und dem dunkelgriinen Riickstand 


mit 5°/,iger Salzsiure durch schwaches Erwirmen das Por- 
phyrin entzogen, abfiltriert, sehr sorgfaltig siurefrei gewaschen, 
getrocknet, und wiederum mit Methylalkohol extrahiert. Die 
Lésung, die nunmehr vollstandig frei von Porphyrin war, wurde 


© cingedunstet und so der Farbstoff als dunkelgriine amorphe 
| Masse erhalten. Leicht léslich in Alkohol, léslich in Kisessig 

© und Pyridin, sehr schwer léslich in Ather und Petrolither, 
® unléslich in Benzol und Chloroform. Krystallisationsversuche 
') wit Methyl- und Athylalkohol, Alkoholither, Pyridin und Eis- 
S essig fihrten zu keinem Ergebnis. Zur weiteren Reinigung 


wurde in absolutem Methylalkohol gelést und mit trockenem 


© Petrolather der Farbstoff in amorphen Flocken ausgefallt. 


Der so erhaltene Farbstoff wurde auf Schwefelgehalt 
analysiert und zwar ergaben 9,426 mg Substanz 0,680 mg 
BaSO,, was einem Schwefelgehalt von 0,98°/, entspricht bei 
einem Aschegehalt von etwas mehr wie 1 °/,. 

Nunmehr wurde zur weiteren Reinigung in n/10-NaOH 
gelést und durch Ans&uern mit verdiinnter Essigsiure der 
Farbstoff wieder ausgefallt. Durch mehrmaliges Wiederholen 


dieser Reinigung gelang es, den Farbstoff schwefelirmer zu 


bekommen. Zur Analyse wurde im Vakuum bei 100° zur 
Konstanz getrocknet. (Gewichtsabnahme 2 °/,.) 
4,985 mg Substanz gaben 0,04mg Asche, 11,253 mg CO,, 2,79 mg H,0O. 


3,467 mg - » 0,338 com N (718 mm, 18°). 
7,810 mg “a » 0,104 mg Asche = 1,3, und 0,200 mg 


BaSO, = 0,3 %/, S. 
C = 61,96 /, H = 6,31, N = 10,899, $§=0,3% 


Reduktion mit Eisessig—Jodwasserstoff. 


0,5 g des Farbstoffs wurden mit einer Mischung von 6 com 
Jodwasserstoffsiure (s = 1,96) und 12 ccm Hisessig in sieden- 
dem Wasserbad erhitzt, wobei rasch Lésung eintrat und die 
Farbe allmahlich von Grin nach Braun umschlug. Nach 
1 Stunde wurde Jodphosphonium zugegeben, bis die Lésung 
fast farblos war und im Vakuum eingedunstet. Der Riick- 
stand wurde mit Wasser aufgenommen und mit Soda alkalisch 
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gemacht. Beim Ausithern ergab sich eine Atherlésung, die 
intensiv positive Khrlichsche Reaktion zeigte und beim Ein. f 
dampfen im Vakuum eine Spur eines gelben Oles_hinterlieé, 
Die alkalische Lésung wurde nun mit Ather iiberschichtet, mit F 
Schwefelsiure vorsichtig angesiuert und erschépfend aus. 
geithert. Der Extrakt, der nur schwach positive Ehrlichsche — 
Reaktion zeigte, wurde mit einer Lésung von 0,1 g Diaz. PF 
benzolsulfosiure und 10 ccm Wasser ausgekuppelt, wobei sich 
ein roter Azofarbstoff bildete. Dann wurde der Ather mit 
Bicarbonatlésung ausgeschiittelt, die Bicarbonatlésung darauf 
mit Schwefelsiure angeséuert und mit Chloroform extrahiert, 
Die Chloroformlésung wurde stark eingedampft und mit Petrol. 
ather versetzt, worauf sich beim Stehen iiber Nacht an den 
Wanden des Reagensglases dlige Kugeln abschieden. Da: 
ganze Verhalten lie6 darauf schlieBen, daB hier Bilirubinsiure 
vorlag, jedoch lieBen sich keine meBbaren Krystalle erhalten, 
und reichte die Substanz nicht zur Schmelzpunktsbestimmung. [- 

Es wurde die Mutterlauge weggedampft und dann mit f 
1 ccm Salpetersiure (s = 1,39) versetzt und 24 Stunden stehen Ff 
gelassen. Dann wurde mit Wasser verdiinnt, soda-alkalisch 
gemacht und ausgeithert. Beim Verdunsten des Athers blieben 
schlecht ausgebildete Krystalle, der Geruch von Methylathyl- 
maleinimid konnte nicht festgestellt werden. Beim Versuch 
der Sublimation auf dem Wasserbad trat ein Sublimat in sebr ff 
feinen aber gut ausgebildeten Krystallen auf, die jedoch mit 
Methylathylmaleinimid nicht identisch waren. 4 

Bei einem Vergleichsversuch mit 0,5 g Biliverdin, das nach | 
der Kiisterschen Vorschrift durch Luftoxydation aus Bilirubin 
dargestellt war, wurde die Bilirubinséure in den charakte- 
ristischen Krystallen erhalten, der Schmelzpunkt lag bei 175 
bis 180°, also etwas zu tief. Der Versuch soll mit einer 
gréBeren Materialmenge wiederholt werden. 


Reduktion mit Natriumamalgam. 


0,5 g des Farbstoffs wurden in 10 ccm n/10-NaOH gelést | 
und mit Natriumamalgam geschiittelt. Die Reduktion erfolgte 
sehr langsam und erst nach 15 Stunden war villige Entfarbung 
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eingetreten. Die Lisung zeigte intensiv positive Ehrlichsche 
Reaktion. Spektroskopischer Befund: 
I. 578,0—545,5 ; Il. 505—486,8 ; Endabsorption: 439,2, 
561,8 495,9 








so daB hier noch ein Streifen zu vermuten ist. Auch beim 
Verdiinnen ist kein Porphyrinspektrum nachweisbar, beim 
Alkalischmachen tritt ebenfalls kein Porphyrinspektrum auf. 

Wenn ein Blutfarbstoffderivat vorlige, so miiBte unbedingt 
ein Porphyrinspektrum auftreten, denn es gibt bis jetzt kein 
Blutfarbstoffderivat, das, mit Natriumamalgam zur Leuko- 
verbindung reduziert, nicht zum Porphyrin reoxydierbar wire. 

Eine Probe der Liésung wurde mit alkoholischer Zink- 
acetatlésung versetzt. Es zeigte sich nach einigem Stehen 
typische Urobilinfluorescenz und folgender spektroskopischer 
Befund: 

Verwaschene Beschattung 580,3—572,8 ;  512,4—502 . 

: 576,6 507,2 








Weiter wurden einige Tropfen der Liésung zu einer Lésung 
von Kupferacetat in Eisessig gegeben, wobei sofort intensive 
Violettfarbung eintrat. Beim Versuch, den Farbstoff in Chloro- 
form zu treiben, zeigte sich seine Unléslichkeit in diesem 
Lésungsmittel. Die mit Chloroform versetzte Lésung zeigte 
folgendes Spektrum: 

I. 574,8—560,7 ; II. sehr verwaschen 538,2—524,6 ; 

567,8 581,4 
Il. schiirfer 507,5—480,5 . 
494 











Bei entsprechenden Versuchen mit frisch reduziertem Bili- 
verdin und Bilirubin trat zwar auch Violettfarbung auf, doch 
war das spektroskopische Verhalten anders: 


Endarbsorption: 678, von da leichte Beschattung bis 636,7; 
schwacher Schatten 602—574,5; starker Streifen 513—482. 


Der Hauptteil der Lésung wurde im Scheidetrichter mit 
Chloroform unterschichtet und mit Schwefelsiure angesiuert. 
Ks trat dabei eine starke Abscheidung von braunen Schmieren 
auf, die sich nicht im Chloroform, dagegen leicht in Methyl- 
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alkohol zur Lésung bringen lieBen und positive Ehrlichsche 
Reaktion zeigten; doch gelang es nicht, daraus einen krystalli- 
sierten Kérper zu gewinnen. Die Chloroformlésung wurde im 
Vakuum zur Trockene verdampft und mit Essigester auf- 
genommen. Aus diesem schied sich eine ziemlich stark braun. 
lich gefarbte Substanz ab, die sich nicht in meBbaren Krystallen 
gewinnen lief. 

Es wurde daher wieder auf Imid verarbeitet und dabei 
ein krystallisierter Kérper erhalten, der bei 57° schmolz, sich 
aber nicht aus dem Wasserbad sublimieren lie8 und auch dem 
Geruch nach nicht als Methylathylmaleinimid anzusprechen ist. 








Versuche zur Darstellung des glucosaminhaltigen 
Phosphatids von S. Frankel und F. Kafka aus Gehirn.: 


Von 


H. Thierfelder und E. Klenk. 





(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der Universitat Tibingen.) 
(Der Redaktion zugegangen am 2. April 1925.) 


Vor einigen Jahren stellten S. Frankel und F. Kafka?) 
aus dem Gehirn ein neues Diaminophosphatid von der Formel 
CeoHy17N,PO,, dar, das bei der Hydrolyse Lignocerinsiure, 


607° 117 
Glucosamin und Phosphorsaure lieferte und als Dilignoceryl- 


N-diglucosaminmonophosphorsaureester angesprochen wurde. 
Die Analyse des Phosphatids, seiner Bleiverbindung, der 
Spaltungsprodukte stimmen zu dieser Annahme. In einer 
neueren Arbeit geben 8S. Frankel und M. Fonda?) das Vor- 
kommen dieser Verbindung auch fiir die Placenta an, ohne 
allerdings einen experimentellen Beweis dafiir zu erbringen. | 


Die Darstellung des Kérpers aus dem Gehirn wird genau be- 
schrieben. Es findet sich in dem Petrolitherauszug des getrockneten 
und mit Aceton von Cholesterin befreiten Organs. Dieser Petrolither- 
auszug wird nach Entfernung der bei 0° erfolgenden Abscheidungen 
destilliert, der letzte Rest des Petrolithers im Vakuum entfernt, der 
dunkelgefirbte, wachsartige Riickstand zur Entfernung des Kephalins 
mit Alkohol behandelt, die alkoholische Liésung im Vakuum stark ein- 
geengt, der Riickstand mit absolutem Alkohol aufgenommen und diese 
Lésung nach Abfiltrieren geringer Mengen ungeléster Substanz mit 
ganz schwach ammoniakalischer, alkoholischer Bleizuckerlésung gefiallt. 
Die weitere Reinigung der abgesaugten, mit Alkohol gewaschenen und 





1) Biochem. Zs. Bd. 101, S. 159 (1920). 
*) Ebenda Bd. 141, S. 379 (1923). 
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im Vakuum getrockneten Substanz geschah durch Behandeln mit Benzo), 
worin sie sich zum gréBten Teil lést, Filtrieren, Fallen des Filtrats mit 
absolutem Alkohol und Wiederholung dieses Verfahrens bis zur villigen 
Léslichkeit in Benzol. Der nun wieder mit Alkohol gefillte Kérper 
wurde im Soxhletapparat mit Ather extrahiert (wobei nur wenig ungelist 
blieb) und die atherische Lésung mit Alkohol gefallt. Die so gewonnene, 
im Vakuum bei 100° getrocknete Bleiverbindung gab fiir die Formel 
C,oH,,0,,NsPPb, sehr gut stimmende Werte. Die Gewinnung des 
Phosphatids erfolgte durch Einleiten von Schwefelwasserstoff in die 
benzolische Lésung, Filtration, Eindampfen und wiederholte Krystallisation 
des Riickstandes aus heiBem Aceton. Abweichend davon wird im all- 
gemeinen Teil der Arbeit angegeben, daB die Zerlegung der Bleiver- 
bindung mit Schwefelwasserstoff in der heiBen alkoholischen Suspension 
geschehen soll und da8 beim Erkalten des Filtrats die freie Saure aus- 
krystallisiere. Die Analyse des Phosphatids stimmte sehr gut zu der 
Formel CgoH,1,0,,N.P. | 

Im Handbuch der biologischen Arbeitsmethoden') gibt Franke! 
dieselbe Darstellungsweise an, nur mit der Abweichung, da8 der Petrol- 
itherauszug nicht véllig zur Trockne gebracht und der Riickstand mit 
Alkohol extrahiert werden, sondern da8 in den stark konzentrierten 
Extrakt etwa die vierfache Menge absoluten Alkohols eingegossen und 
stark geriihrt werden soll. 


Uberblickt man diese Darstellungsweise, so tiberrascht die 
Einfachheit, mit der man zu einer chemisch reinen Verbin- 
dung gelangt. Auffallend ist auch die auBerordentlich geringe 
Menge Glucosamin, die bei der Spaltung erhalten wurde, 
offenbar nur einige Zentigramme des Chlorhydrats aus 4 ¢g, 
wahrend iiber 1,5g nach der Theorie entstehen miiBten. Eine 
Bestimmung des bei der Hydrolyse gebildeten Glucosamin 
etwa durch Titration ist nicht ausgefiihrt worden. Was uns 
aber vor allem stutzig machte, war die Angabe, dab das Phos- 
phatid die Probe von Molisch gibt, eine Reaktion, welche mit 
Glucosamin negativ ausfallt. 

Bei dem groBen Interesse, das einem Gehirnstoff von 
dieser Zusammensetzung zukommen muBb, beschlossen wir seine 
Darstellung. 

Wir hielten uns genau an die Angaben von Frankel 
und Kafka, mit dem einzigen Unterschied, da8 wir das Gehirn 
nicht trockneten und dann mit Aceton auszogen, sondern das 





1) Abt. 1, Teil 6, Heft 1, Lieferung 53, S. 20 (1922). 
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frische Material mit Aceton behandelten. Die Aufarbeitung 
des Petrolitherauszugs geschah bei der einen Darstellung 
nach der Alteren Angabe von Frankel (Extrahieren des 
Trockenriickstandes mit Alkohol), bei der anderen nach der neuen 
(Versetzen des konzentrierten Auszugs mit der vierfachen Menge 
Alkohol). Die schlieBlich erhaltenen Bleiverbindungen (Blei- 
verbindung 1 nach der ilteren, Bleiverbindung 2 nach der 
neueren Vorschrift dargestellt) verhielten sich genau so, wie 
Fr. und K. angeben: heligelbe Pulver, léslich in Benzol und 
in Ather, unléslich in Alkohol. Bei der Analyse kamen wir 
aber zu ganz abweichenden Werten, die sich nach dem Um- 
krystallisieren aus einem Gemisch von Essigester (4 Teile) und 
Chloroform (1 Teil), in dem sich die Substanz in der Warme 
lést, um beim Erkalten wieder auszufallen, weiter inderten. 


Die Bleiverbindung 1 enthielt zunichst 34,3°/, Pb, nach ein- 
maligem Umkrystallisiern 35,9°/,, nach zweimaligem 36,8°/,, wahrend 
Fr. und K. 35,64 und 35,81°/, fanden (Theorie 35,79°/,). Der zweimal 
umkrystallisierte Kérper gab in zwei Bestimmungen nach Embden 
1,17°/, P und nach der Methode von Folin’) 0,91°/, N (P: N =1: 1,7). 
Fr. und K. fanden 1,89 und 1,82°/, P, 1,59 und 1,56°/, N und ein Ver- 
hiltnis von P: N = 1:2 (Theorie 1,79°/, P und 1,61°/, N). 

Die Bleiverbindung 2 ergab 31,9°/, Pb, 1,14°/), P, 0,86 und 
0,879/, N (P:N = 1:1,68) und nach der Hydrolyse 3,1°/, Zucker (als 
Galaktose berechnet), gegeniiber 25°/, nach der Theorie. 

Um aus der Bleiverbindung das Phosphatid zu erhalten, 
leiteten wir in die heiBe alkoholische Suspension Schwefel- 
wasserstofi ein, nachdem sich gezeigt hatte, daB in der Benzol- 
lésung das Bleisulfid sich in kolloidalem Zustand befand und 
nicht abfiltriert werden konnte. Die aus Aceton umkrystal- 
lisierte Substanz zeigte ebenfalls die von Fr. und K. an- 
gegebenen Kigenschaften (Schmelzp. 185°), gab aber selbstver- 
standlich abweichende Werte, auf deren Wiedergabe wir ver- 
zichten. 

Hs schien uns vor allem wichtig, unsern Kérper auf Glucos- 
amin zu untersuchen, Da er die Molisch’sche Probe gab, 
also mit der Anwesenheit von Cerebrosiden zu rechnen war, 





1) Edlbacher in Hoppe-Seyler-Thierfelder, Handbuch der 
physiol. u. pathol. chem. Analyse, 9. Aufl., 8. 836 (1924). 
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bedurften wir eines Verfahrens, das Glucosamin neben Galaktose 
unter den Spaltungsprodukten nachzuweisen gestattet. Wir 
fanden es in 8stiindigem Kochen mit konz. Salzsiure, bei 
dem, wie aus den folgenden Zusammenstellungen hervorgeht, 
Galaktose véllig zerstért wird, wahrend Glucosamin zum griBten 
Teil erhalten bleibt. Eine kleine gewogene Substanzmenge 
wurde im Kélbchen mit 30 ccm der Saure 3 Stunden am 
Riickflu8kihler gekocht, die Flissigkeit auf dem Wasserbad 
bis fast zur Trockne eingeengt, der Riickstand mit Wasser 
aufgenommen, die Liésung von den Huminsubstanzen (die nur 
bei der Galaktose auftraten) abfiltriert und das Filtrat nach 
der Behandlung mit Tierkohle und Neutralisation mit starker 
Natronlauge nach Bertrand titriert. Die Behandlung mit 
Tierkohle erwies sich bei den Galaktoseversuchen als nitig, 
da die in Lésung befindlichen Farbstoffe schwach reduzierend 
wirkten. 









































Galaktose. 
Zersetzte ; ok 
en ae oa KMn0, eae 
in g in ‘ cem in 9, 
0,17 3 1,5 95,5 ohne Tierkohle 
0,14 5 0,7 91,5 cs ‘ 
0,17 3 0,1 100 mit e 
Glucosaminchlorhy drat. 
- Zersetzte 
— pagent KMn0, Pores 
in g in ; ecm in *), 
0,0461 0 8,05 wel 
0,0461 0 8,1 — 
’ : ohne Tierkohle 
0,0461 3 7,1 etwa 12 
0,0461 5 6,1 ~ 
0,0135 0 2,3 oh 
0,0135 3 1,95 etwa 15 
ee ; i mit Tierkohle 
0,0052 0 1,05 ~- 
0,0052 3 0,95 etwa 9 
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Galaktose + Glucosaminchlorhydrat. 




















dian | | eet | Mad, 
: chlorhydrat 
in g ‘ in Stdn. ccm 
in g 
. 0,14 0,0138 3 2,0 mit Tierkohle 
0,14 0,0052 3 1,0 Pee os 











22,8 ccm der Kaliumpermanganatlésung entsprechen 223,775 mg Cu. 


In diesem Zusammenhange sei auch folgender Versuch 
erwahnt. Eine Menge von 0,2 g Galaktose und 0,040 ¢ salz- 
saurem Glucosamin wurde 5 Stdn. mit 30 ccm konz. Salzsiure 
am RiickfluBkihler gekocht, die Salzsiure auf dem Wasserbad 
fast véllig entfernt und der Riickstand mit Wasser verdiinnt. 
Nach Abfiltrieren der Huminsubstanzen, Behandeln des Fil- 
trates mit Tierkohle und Einengen schieden sich Krystalle 
von salzsaurem Glucosamin in einer Menge von 0,034 g ab. 
Das aus ihm dargestellte Osazon krystallisierte in der charakte- 
ristischen Form und schmolz bei 195°. 

Wir haben nun obiges Verfahren auf die Bleiverbindung 
iibertragen und zwar in der Weise, daB wir die Hydrolyse und 
die Zerstérung der Galaktose in einer Operation vornahmen. 
Nach 3stiindigem Kochen mit 30 ccm konz. Salzsiure wurde 
abfiltriert, mit Wasser gewaschen und das Filtrat, wie oben 
beschrieben, weiter behandelt. 














: : Zusatz von Glucos 
Biciverbindung |" gminchloshydrat | “M0 
in g cem 
1,92 0 0,15 
3,37 0 0,15 
5,05 0 0,10 
5,01 0,0138 1,95 








22,8 eem der Kaliumpermanganatlésung entsprechen 223,775 mg Cu. 


Die von uns erhaltene Substanz enthielt also kein Glucos- 
amin, war also etwas vollkommen anderes als das gesuchte 
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Phosphatid. Was in ihr vorlag, ergibt sich aus der nach- 
folgenden Arbeit des einen von uns (EK. Klenk). 

Wie schon oben erwihnt, sind wir bei der Darstellung 
in einem Punkt, den wir fiir unwesentlich hielten und auch 
jetzt noch fiir unwesentlich halten méchten, von den Vor. 
schriften Frinkels abgewichen. Die Méglichkeit, daBi unser 
MiBerfolg damit zusammenhingt, muB indessen zugegeben 
werden. 

Jedenfalls kann das von Frankel und Kafka beschriebene 
Phosphatid nicht rein gewesen sein, da es die Reaktion von 
Molisch gab. 








